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Vorwort. 


Dem  Immunitätaforscher  ist  das  umfangreiche  Tat- 
sachenmaterial der  modernen  Immunitätslehre  in  zahl- 
reichen Zusammenfassungen  und  Handbüchern  in  den 
letzten  Jahren  in  bequemer  Weise  zugänglich  ge- 
macht worden.  Das  vorliegende  Taschenbuch  soll  sich 
hingegen  in  erster  Linie  an  den  diesem  Spezialgebiete 
Fernerstehenden  wenden.  Es  kann  daher  keinen  An- 
spruch auf  Vollständigkeit  machen  und  besonders  habe 
ich  mich  im  technischen  Teil  nur  an  die  im  Laboratorium 
und  in  der  Klinik  erprobten  Methoden  halten  können. 
Natürlich  war  dabei  eine  gewisse  Subjektivität  in  der 
Auswahl  nicht  zu  vermeiden  und  gewiß  wird  vielfach 
in  dieser  Hinsicht  das  Urteil  der  Fachgenossen  von 
dem  meinigen  abweichen.  Anderseits  glaube  ich  aber 
doch,  daß  dem  Anfänger  mit  einer  derartigen  Aus- 
wahl mehr  gedient  ist  als  mit  einer  kritiklosen  Wieder- 
gabe auch  des  Wertlosen. 

Das  große  Interesse,  welches  der  Immunitätslehre 
heute  auch  von  seiten  der  Kliniker  entgegengebracht 
wird,  ist  zum  nicht  geringen  Teil  der  Schaffung  der 
sero-diagnostischen  Methoden  (Agglutination,  Sero- 
diagnostik der  Lues,  Opsonine  usw.)  zu  danken  und 
natürlich  haben  diese  eine  angemessene  Berücksich- 
tigung erfahren.  Ich  habe  mich  jedoch  nicht  auf  die 
Wiedergabe  der  serodiagnostischen  Methoden  be- 
schränkt, sondern  auch  die  experimentellen  Grund- 
lagen, auf  denen  sich  das  Gebäude  der  modernen 
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Vorwort. 


Immunitätslehre  aufbaut,  in  den  Kreis  der  Darstellung 
gezogen.  Es  war  dabei  mein  Bemühen,  dem  Anfänger 
vor  allem  das  Prinzip  dieser  Methoden  verständlich  zu 
machen;  aus  diesem  Grunde  wurde  dem  technischen 
Teil  eine  kurze  theoretische  Einleitung  vorausgeschickt, 
die  natürlich  nur  den  Zweck  haben  kann,  die  Grund- 
begriffe der  Immunitätslehre  auseinanderzusetzen. 

Von  einer  Literaturangabe  im  einzelnen  mußte  ab- 
gesehen werden  und  ich  habe  mich  im  allgemeinen 
begnügt,  an  geeigneter  Stelle  auf  die  Handbücher 
zu  verweisen.  Nur  bei  der  Wassermannschen  Lues- 
reaktion war  ich  in  Rücksicht  auf  den  augenblick- 
lichen Stand  unseres  Wissens  genötigt,  von  diesem 
Prinzip  abzuweichen. 


U.  Friedemami 
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A.  Einleitung. 


Die  Summe  aller  Krankheitserscheinungen,  die 
durch  ein  körperfremdes,  im  Organismus  sich  ver- 
mehrendes Agens  hervorgerufen  werden,  bildet  den 
Begriff  der  Infektion.  Der  Ablauf  dieses  Vorganges 
wird  ganz  wesentlich  bedingt  durch  die  Eigenart  der 
Krankheitserreger  und  des  Organismus.  Viele  Bakterien 
vermögen  überhaupt  in  den  Geweben  des  Körpers  nicht 
zu  gedeihen  oder  sie  rufen  jedenfalls  keine  krankhaften 
Symptome  hervor  (Saprophy ten).  Andere  vermehren 
sich  nur  an  der  Infektionsstelle  und  vernichten  den 
Organismus  durch  die  Absonderung  löslicher  Gifte 
(z.  B.  der  Diphtherie-B.,  Tetanus-B.).  Diesen  steht 
wi  der  die  Gruppe  der  eigentlichen  Septikämieerreger 
gegenüber,  welche  den  erkrankten  Organismus  schran- 
kenlos durchwachsen.  Aber  auch  innerha’b  ein-  und 
derselben  Bakterienspezies  kann  die  Infektionstüchtig- 
kei;  oder  Virulenz  der  Bakterien  große  Schwankungen 
zeigen. 

Ganz  besonders  ist  nun  aber  der  Ablauf  einer 
Infektion  von  der  Tierart,  Rasse,  Individualität  des 
befallenen  Organismus  abhängig.  Der  Milzbrandbazillus, 
von  dem  vielleicht  ein  einziges  Exemplar  hinreicht, 
um  weiße  Mäuse  zu  töten,  ist  für  Hunde  fast  un- 
schädlich. Aber  auch  unter  den  im  allgemeinen  sehr 
empfänglichen  Schafen  ist  die  algerische  Rasse  gegen 
den  Milzbrandbazillus  fast  unempfindlich.  Ist  ein  Orga- 
nismus einer  Infektion  nicht  zugänglich,  so  spricht  man 
von  „Immunität“,  unterliegt  er  leicht  der  Erkrankung, 
von  „Disposition“.  Beide  Begriffe  gehen  ohne  scharfe 
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A.  Einleitung. 


Grenze  ineinander  über,  da  es  mit  sehr  großen  Mengen 
des  Krankheitserregers  meist  gelingt,  auch  sehr  wider- 
standsfähige Organismen  zu  infizieren. 

Die  Immunität  ist  spezifisch,  d.  h.  sie  besteht 
immer  nur  einer  ganz  bestimmten  Krankheit  gegen- 
über; sie  wird,  soweit  sie  bisher  besprochen  wurde, 
als  angeborene  oder  natürliche  Immunität  be- 
zeichnet. Ihre  Ursachen  sind  noch  nicht  in  allen  Fällen 
aufgeklärt.  Folgendes  ist  bisher  festgestellt: 


1.  Bei  den  giftproduzierenden  Bakterien  (Diph- 
therie-B.,  Tetanus-B.)  beruht  die  Immunität 
auf  einer  Unempfindlichkeit  des  Organismus 
gegen  die  gebildeten  Gifte.  Die  Bakterien  werden 
dann  wie  gewöhnliche  Saprophyten  durch  die 
natürlichen  Schutzkräfte  des  Organismus  ver- 
nichtet. 

2.  Der  Organismus  vermag  die  eingedrungenen 
Krankheitskeime  zu  vernichten;  dies  kommt  ent- 
weder durch  eine  direkte  Abtötung  in  den  zell- 
freien Körperflüssigkeiten  zustande,  oder  durch 
Aufnahme  in  die  weißen  Blutkörperchen  (Freß- 
zellen,  Phagocyten),  wo  sie  der  Auflösung  ver- 
fallen. 

3 Der  Infektionserreger  findet  keine  geeigneten 
Eingangspforten.  So  sind  z.  B.  ältere  Kaninchen 
im  Gegensatz  zu  ganz  jungen  gegen  eine  Darm- 
infektion mit  dem  Cholerabazillus  geschützt. 


Endet  eine  Infektion  nicht  mit  dem  Tode  des 
Organismus,  sondern  geht  sie  in  Heilung  aus,  so  ist 
nunmehr  häufig  eine  Immunität  gegen  den  Krank- 
heitserreger eingetreten.  Diese  wird  als  natürliche 
erworbene  Immunität  bezeichnet  und  ist  ebenfal  > 
spezifisch.  Durch  künstliche  Einimpfung  des  Krank- 
heitserregers oder  seiner  Stoffwechselprodukte  kann 
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A.  Einleitung. 


zielen.  Dieses  Verfahren  kommt  bei  Tier  und  Menschen 
praktisch  als  Schutzimpfung  in  Anwendung,  deren  ge- 
bräuchlichste Methoden  die  folgenden  sind: 


1.  Einimpfung  kleiner,  untertödlicher  Mengen  viru- 
lenter Krankheitserreger. 

2.  Einimpfung  von  Parasiten,  die  in  ihrer  Virulenz 
künstlich  abgeschwächt  wurden. 

3.  Einimpfung  toter  Bakterien. 

4.  Impfung  mit  einzelnen  Leibesbestandteilen  oder 
löslichen  Produkten  der  Bakterien  (Toxine, 
Aggressine). 

5.  Impfung  mit  Bestandteilen  des  erkrankten  Or- 
ganismus (bei  unbekannten  Krankheitserregern). 


In  vielen  Fällen  läßt  sich  die  Immunität  auf  nor- 
male Tiere  übertragen,  wenn  man  ihnen  das  Blutserum 
der  auf  eine  der  angegebenen  Methoden  aktiv  im- 
munisierten Tiere  einspritzt.  Diese  passive  Im- 
munität beruht  auf  dem  Auftreten  von  spezifischen 
Schutzstoffen  im  Serum  der  Immuntiere.  Nach  der 
Art  der  Wirkung  dieser  Schutzstoffe  unterscheidet 
man  eine  erworbene  an ti toxische  und  eine  anti- 
bakterielle Immunität.  Erstere  ist  zurückzuführen 
auf  die  Anwesenheit  von  Antitoxinen,  d.  h.  Gegen- 
giften gegen  die  Bakterientoxine  im  Blutserum.  Bei 
der  antibakteriellen  Immunität  können  Stoffe  im 
zellfreien  Blut  auftreten,  welche  die  Bakterien  direkt 
abtöten  (baktericide  Substanzen),  oder  aber  die 
Vernichtung  erfolgt  mit  Hilfe  der  Phagocytose.  In 
diesem  Falle  enthält  das  Serum  Substanzen,  welche 
die  Bakterien  in  der  Weise  verändern,  daß  sie  nun- 
mehr von  den  Freßzellen  leicht  aufgenommen  werden 
(bacteriotrope  Stoffe,  Opsonine). 

Die  Schutzstoffe  finden  in  der  Heilserumtherapie 
eine  ausgedehnte  praktische  Anwendung. 

In  die  Immunitätslehre  gehört  nun  noch  eine  große 


A.  Einleitung-. 


Reihe  von  Vorgängen,  die  mit  dem  Wesen  der  Im- 
munität in  dem  bisher  besprochenen  ursprünglichen 
Sinne  wenig  zu  tun  haben.  Wie  nämlich  gegen  Bak- 
terien und  Toxine  Schutzstoffe  gebildet  werden,  so 
entstehen  bei  der  Einverleibung  auch  ungiftiger  art- 
fremder Zellen  und  Eiweißstoffe  spezifische  Substanzen 
im  Organismus.  Da  in  diesem  Falle  die  zur  Vorbehand- 
lung benutzten  Substanzen  oder  „Antigene“  ungiftig 
sind,  so  können  die  gegen  sie  gebildeten  „Antikörper“ 
auch  nicht  an  einer  Schutzwirkung  erkannt  werden;  viel- 
mehr ist  zu  ihrer  Auffindung  notwendig,  daß  sie  mit 
dem  „Antigen“  irgendeine  sichtbare  Reaktion  ein- 
gehen,  sei  es  nun,  daß  sie  in  Eiweißlösungen  eine 
Fällung  erzeugen  oder  Zellen  auflösen  usw.  Bei  dieser 
Art  der  Vorbehandlung  wird  der  Organismus  häufig 
gegen  die  von  vornherein  ganz  harmlosen  Substanzen 
sehr  empfindlich  (Überempfindlichkeit,  Anaphylaxie), 
und  es  ist  daher  eigentlich  unrichtig,  die  Erzeugung 
von  Antikörpern  ganz  allgemein  als  Immunisierung  zu 
bezeichnen.  Trotzdem  geschieht  dies  noch  fast  durch- 
gängig in  der  Literatur,  und  der  Vorschlag  v.  Pirquets, 
den  Begriff  der  Immunität  auf  die  Bildung  von  Schutz- 
stoffen im  engeren  Sinne  zu  beschränken,  für  die  Anti- 
körperbildung hingegen  den  allgemeineren  Ausdruck 
„Allergie“  (von  aUegysiv  ~ anders  reagieren)  ein- 
zuführen, hat  bisher  allseitige  Anwendung  nicht  ge- 
funden. 

Die  Kenntnis  des  Infektionsverlaufes,  des  Schick- 
sals der  Bakterien  im  Tierkörper  usw.  gehört  mit 
in  das  Gebiet  der  Bakteriologie  und  erfordert  auch 
deren  Methoden.  Eine  ganz  eigenartige  Technik  ver- 
langt hingegen  das  Studium  der  Antigene  und  Anti- 
körper und  der  zwischen  ihnen  stattfindenden  Re- 
aktionen. In  dem  vorliegenden,  in  erster  Linie  tech- 
nischen Buch  kann  daher  auch  nur  dieser  Teil  der 
Immunitätslehre  Platz  finden. 
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Zusammen  fassen  de  Darstellungen: 
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den  natürlichen  Schutzvorrichtungen  des  Organis- 
mus. Handb.  d.  allgem.  Pathologie  v.  Krehl  und 
Marchand  Hirzel,  Leipzig  1908. 
Metschnikoff,  Immunität  bei  Infektidnskrankheiten. 
Fischer,  Jena  1902. 

Jakoby,  Disposition  und  Immunität.  Wiesbaden. 
Bergmann,  1906. 

Dieudonne,  Schutzimpfung  und  Serumtherapie.  Am- 
brosius Barth,  Leipzig.  6.  Auflage.  1909. 


B.  Die  Antigene  und  ihre  Antikörper*). 

Im  folgenden  ist  zunächst  eine  Übersicht  über  die 
wichtigsten  Antikörper  und  ihre  Antigene  gegeben. 

I.  Präcipitine  erzeugt  durch  Eiweiß. 

II.  Agglutinine  erzeugt  durch  Bakterien  oder  Blut- 
körperchen. 

III.  Cytolysine  erzeugt  durch  Bakterien,  Blutkör- 
perchen,. Organzellen  usw. 

IV.  Komplementbindende  Antikörper  erzeugt 
durch  Bakterien  oder  Eiweiß. 

V.  Cytotropine  erzeugt  durch  Bakterien  oder  Blut- 
körperchen. 

VI.  Antitoxine  erzeugt  durch  Toxine. 


*)  Anmerkung.  Zum  eingehenderen  Studium  der 
Immunitätsreaktionen  seien  die  beiden  folgenden  Handbücher 
empfohlen,  in  denen  sich  auch  die  gesamte  Literatur  findet  : 
Kolle-Wassermanu,  Ilandb.  d.  pathogen.  Mikro- 
organismen. Bd.  4.  1904.  Fischer,  Jena. 

Kraus -Levaditi,  Handb.  d.  Techn.  u.  Methotik  d. 
hnmunitiitslehre.  1908.  Fischer,  Jena. 


■B.  Die  Antigene  und  ihre  Antikörper. 


I.  Präcipitine. 


Die  Präcipitine  stellen  in  vieler  Hinsicht  den  ein- 
fachsten Typus  der  Antikörper  dar.  Kraus  fand  zuerst, 
daß  Kaninchen,  die  mit  den  Kulturfiltraten  von  Typhus- 
und  Cholerabazillen  vorbehandelt  waren,  ein  Serum 
lieferten,  das  in  diesen  Filtraten  eine  Fällung  hervor- 
rief. Später  beobachtete  Tschistowitsch,  daß  Aal- 
serum ebenfalls  durch  das  Serum  von  dagegen  im- 
munisierten Kaninchen  gefällt  wird,  und  Bordet  er- 
kannte, daß  hier  eine  allgemeine  Gesetzmäßigkeit  vor- 
liegt, die  sich  etwa  folgendermaßen  formulieren  läßt. 
Wird  ein  Tier  einer  Spezies  A mit  dem  Eiweiß  einer 
Spezies  B (Serum,  Milch,  Eiereiweiß  usw\)  vorbehandelt, 
so  gewännt  sein  Serum  die  Fähigkeit,  in  Lösungen 
dieses  Eiweißes  eine  Fällung  hervorzurufen.  Das  zur 
Vorbehandlung  benutzte  Eiweiß  wird  allgemein  als 
Präcipitogen,  das  Immunserum  als  Präcipitin, 
der  Niederschlag  als  Präcipitat  bezeichnet. 

Die  Fällung  ist  spezifisch,  d.  h.  sie  ist  stets  am 
stärksten  gegenüber  dem  homologen  Eiweißkörper;  es 
können  aber  in  schwächerem  Grade  auch  die  Eiweiß- 
körper verwandter  Spezies  gefällt  werden. 

Diese  Tatsache  wurde  von  Nut  all  und  Frieden- 
thal zur  Bestimmung  der  Artverwandtschaft  der  Tiere 
benutzt.  Im  allgemeinen  ist  nämlich  der  in  einem 
heterologen  Serum  hervorgerufene  Niederschlag  um 
so  stärker,  je  näher  im  zoologischen  System  die  Tier- 
arten stehen,  welche  das  heterologe  und  homologe 
Serum  liefern. 

Die  Präcipitation  ist  im  obigen  Sinne  spezifisch 
für  die  Tierart,  von  der  das  Eiweiß  stammt,  hingegen 
fällt  ein  mit  einem  bestimmten  Eiweißkörper  erzeugtes 
Immunserum  häufig  auch  andere  Ehveißkörper  der- 
selben Spezies.  Ein  Antihühnereiweißserum  fällt  z.  B. 
nicht  nur  Hühnereiweiß,  sondern  auch  Hühnerserum. 
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Doch  trifft  dieses  Verhalten  nicht  allgemein  zu.  Über 
die  theoretische  Bedeutung  dieser  Tatsachen  siehe 
Seitenkettentheorie  (S.  31). 

Die  Präcipitinreaktion  hat  eine  äußerst  wichtige 
praktische  Anwendung  in  der  forensischen  Medizin  und 
bei  dem  Nachweis  von  Fleischverfälschungen  gefunden 
(Uhlenhut,  Wassermann  und  Schütze),  siehe 
praktischer  Teil. 


II.  Agglutinine. 

Ein  der  Präcipitation  in  physikalisch-chemischer 
Beziehung  sehr  ähnlicher  Vorgang  ist  die  Agglutination 
(Gruber-Durham).  Erhalten  Tiere  wiederholt  Ein- 
spritzungen von  Bakterien,  so  kann  ihr  Serum  die 
Fähigkeit  gewinnen,  Aufschwemmungen  dieser  Bak- 
terien in  eigentümlicher  Weise  zu  verklumpen,  wobei 
bewegliche  Arten  ihre  Beweglichkeit  einbüßen.  Die 
Vitalität  der  Bakterien  wird  jedoch  durch  diesen  Vor- 
gang nicht  beeinflußt. 

Die  Reaktion  ist  im  allgemeinen  spezifisch,  d.  h. 
das  Immunserum  wirkt  am  stärksten  auf  die  zur  Im- 
munisierung benutzte  Bakterienart.  Die  Spezifität  ist 
jedoch  bei  den  einzelnen  Gruppen  der  Bakterien  in 
sehr  verschiedenem  Grade  ausgeprägt.  Bisweilen  werden 
verwandte  Arten  noch  in  hohen  Verdünnungen  mit- 
agglutiniert  (z.  B.  die  Gruppe  der  gramnegativen 
Kokken),  in  andern  Fällen  verhalten  sich  wiederum 
verschiedene  Stämme  der  gleichen  Spezies  einem 
Immunserum  gegenüber  sehr  ungleichartig  (z.  B.  Diph- 
therie-B.,  Streptokokken). 

Die  Reaktion  ist  nur  dann  als  spezifisch  anzusehen, 
wenn  eine  Kontrolle  ergeben  hat,  daß  normales  Serum 
der  gleichen  Spezies  in  derselben  Verdünnung  nicht 
agglutinierend  wirkt.  In  stärkeren  Konzentrationen 
agglutinieren  nämlich  auch  normale  Sera  die  meisten 
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Bakterien,  und  zwar  gibt  es  ganz  allgemein  stark  und 
schwach  agglutinierende  Sera.  Bürgi  fand  nach  ab- 
fallendem Agglutinationsvermögen  geordnet  folgende 
Skala:  Rind,  Pferd,  Ziege,  Hammel,  Huhn,  Gans,  Hund, 
Kaninchen,  Mensch,  Meerschweinchen. 

Die  Anwendbarkeit  der  Agglutinationsreaktion  kann 
außer  durch  die  zu  große  oder  zu  geringe  Spezifität 
auch  noch  dadurch  beeinträchtigt  werden,  daß  einzelne 
Bakterienarten  oder  -Stämme  überhaupt  nicht  agglu- 
tinabel  sind  oder  schon  in  Kochsalzlösung  agglutinieren. 

Die  praktischen  Anwendungen  der  Agglutinations- 
reaktion erstrecken  sich  nach  zwei  Richtungen: 

1.  Bestimmung  von  fraglichen  Bakterien  durch  ein 
hochwertiges  Immunserum. 

2.  Diagnose  einer  bakteriellen  Erkrankung  aus  dem 
Palientenserum  unter  Anwendung  der  in  Frage 
stehenden  Bakterienart  (Vidalsche  Reaktion). 

Agglutinine  werden  nämlich  nicht  nur  durch  künst- 
liche Immunisierung,  sondern  auch  durch  natürliche  In- 
fektionen erzeugt. 

III.  Cytolysine. 

Die  Cytolysine  entstehen  durch  Einspritzung  von 
pflanzlichen  oder  tierischen  Zellen.  Ihre  Wirkung  be- 
steht darin,  daß  sie  die  zur  Immunisierung  be- 
nutzten Zellen  auflösen;  in  vielen  Fällen  kommt  es 
aber  nicht  zu  einer  sichtbaren  Auflösung,  sondern  nur 
zu  einer  Abtötung. 

Die  Cytolysine  stellen  einen  komplizierteren  Typus 
von  Antikörpern  dar  als  die  Agglutin.ne  und  Träcipitine, 
da  bei  ihnen  stets  zwei  getrennte  Substanzen,  der 
Ambozeptor  und  das  Komplement,  zusammen 
wirken  müssen;  sie  werden  daher  auch  als  komplexe 
Antikörper  bezeichnet.  Cytolysine  sind  bekannt  gegen 
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Bakterien,  Blutkörperchen,  Spermatozoen,  Flimmer- 
zellen,  Organzellen  usw.  Am  frühesten  entdeckt  wurden 
die  baktericiden  Antikörper. 

1.  Baktericide  Antikörper. 

Pfeiffer  entdeckte  im  Jahre  1894,  daß  Cholera- 
vibrionen sich  auflösen,  wenn  sie  zusammen  mit  einem 
spezifischen  Immunserum  in  die  Bauchhöhle  von  Meer- 
schweinchen gespritzt  werden.  Wie  Metschnikoff 
und  Bordet  später  zeigten,  kann  die  Reaktion  auch 
im  Reagenzglas  ausgeführt  werden,  wenn  dem  Immun- 
serum etwas  Peritonealexsudat  oder  frisches  Normal- 
serum hinzugefügt  wird.  Der  Grund  für  dieses  Ver- 
halten ist  darin  zu  sehen,  daß  zur  Bakteriolyse  zwei 
Substanzen  nötig  sind,  deren  eine  auch  im  Peritoneal- 
exsudat und  im  normalen  Serum  enthalten  ist  und 
bei  der  Immunisierung  keine  Vermehrung  erfährt. 
Dieser  Stoff  wird  als  Komplement*)  bezeichnet,  — er 
ist  sehr  labil,  wird  durch  einhalbstündiges  Erwärmen 
auf  56 0 zerstört  und  geht  schon  beim  Lagern 
des  Serums  zugrunde.  Er  ist  deshalb  auch  in  den 
meist  älteren  Immunseris  nicht  mehr  vorhanden.  Bei 
der  Immunisierung  tritt  im  Serum  eine  neue  Substanz 
auf,  der  Ambozeptor,  welcher  thermostabil  ist,  d.  h. 


*)  Anmerkung:  Für  das  Komplement  ist  vielfach 
— namentlich  in  der  französischen  Literatur  — noch  der 
Name  Alexin  gebräuchlich.  Dieser  'Name  wurde  von 
Büchner  für  die  baktericiden  Stoffe  des  normalen  Serums 
cingeführt,  welche  damals  als  einheitliche  Substanzen  auf- 
gefaßt wurden.  12s  ist  aber  als  ziemlich  sicher  anzunehmen, 
daß  auch  die  normalen  Bakteriolysine  komplexer  Natur 
sind,  also  aus  Ambozeptor  und  Komplement  bestehen. 
Das  normale  Serum  enthält  neben  dem  Komplement  bereits 
für  zahlreiche  Bakterien  Ambozeptoren,  die  aber  bei  der 
Immunisierung  eine  Vermehrung  erfahren.  Synonym  mit 
Ambozeptor  sind  die  Bezeichnungen:  Immunkörper, 

substance  sonsibilatrice,  fixateur,  copula,  praeparator. 
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durch  einhalbstündiges  Erwärmen  auf  60"  nicht  zer- 
stört wird.  Ambozeptor  wie  Komplement  sind  an  sich 
unwirksam,  erst  bei  ihrem  Zusammenwirken  entsteht 
die  Bakteriolyse.  Der  Ambozeptor  ist  spezifisch,  d.  h. 
er  wirkt  nur  auf  die  Bakterienart,  durch  die  er  er- 
zeugt wurde. 

Das  Phänomen  der  Bakteriolyse  ist  nur  bei  wenigen 
Bakterienarten  deutlich  zu  erkennen,  in  erster  Linie 
bei  den  Vibrionen,  schlechter  bei  der  Gruppe  der 
Paratyphus-  und  Typhusbazillen.  Bei  vielen  Arten 
kommt  es  zu  einer  Abtötung  ohne  sichtbare  Ver- 
änderungen. 

Man  kann  dann  die  Abtötung  auf  doppelte  Weise 
feststellen: 

1.  Nach  Bestimmung  der  tödlichen  Dosis  der  Bak- 
terien wird  etwa  die  zehnfache  Menge  mit 
Immunserum  gemischt  dem  Versuchstier  injiziert 
und  beobachtet,  ob  das  Tier  durch  das  Serum 
geschützt  wird. 

2.  Durch  den  baktericiden  Reagenzglasversuch 
(s.  S.  71). 

2.  Die  Serumhämolysine. 

Die  Hämolysine  sind  aus  methodischen  Gründen 
am  besten  zum  Studium  der  Cytolysine  geeignet.  Sie 
wurden  von  Bordet  entdeckt,  bald  darauf  un- 
abhängig durch  Landsteiner  und  v.  Düngern  be- 
schrieben. Ihre  theoretische  Bearbeitung  ist  besonders 
durch  Ehrlich  und  Morgenroth  gefördert  worden. 

Wird  ein  Tier  der  Spezies  A mit  den  Blutkörperchen 
der  Spezies  B vorbehandelt,  so  gewinnt  sein  Serum 
die  Fähigkeit,  diese  Blutkörperchen  aufzulösen.  Die 
Reaktion  ist  spezifisch;  d.  h.  das  Serum  wirkt  nur 
auf  die  zur  Immunisierung  benutzten  Blutkörperchen 
oder  wenigstens  auf  diese  am  stärksten;  meist  werden 
in  schwächerem  Grade  auch  die  Blutkörperchen  nahe 
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verwandter  Spezies  aufgelöst.  So  löst  z.  B.  ein  durch 
Rinderblut  erzeugtes  Immunserum  auch  Ziegen-  und 
Hammelblut  auf. 

Die  hämolytischen  Eigenschaften  des  Immunserums 
können  durch  die  Aufbewahrung,  durch  einhalbstündiges 
Erwärmen  auf  56°,  Schütteln  mit  Hefe,  Papayotinver- 
dauung*),  Ansäuern  usw.  vernichtet  werden;  sie  er- 
scheinen aber  wieder,  wenn  man  normales  Serum  irgend- 
einer Spezies**),  welches  an  sich  unwirksam  ist,  hin- 
zufügt. Auch  die  Hämolyse  kommt  also  zustande  durch 
das  Zusammenwirken  des  thermolabilen  Komplementes 
und  des  thermostabilen  Ambozeptors.  Nur  letzterer 
erfährt  bei  der  Immunisierung  eine  Vermehrung. 

Die  Art  und  Weise,  in  der  beide  Substanzen  bei 
der  Hämolyse  Zusammenwirken,  ist  durch  Ehrlich 
und  Morgenroth  aufgeklärt  worden. 

Das  Komplement  hat  auf  Blutkörperchen  an  sich 
gar  keine  Wirkung,  es  tritt  erst  in  Aktion,  nachdem 
die  Erythrocyten  sich  mit  dem  Ambozeptor  verbunden 
haben,  — sensibilisiert  worden  sind.  Der  Beweis  dafür 
wird  in  folgender  Weise  erbracht:  Werden  Blutkör- 
perchen mit  Komplement  (frischem  normalem  Serum) 
digeriert,  dann  durch  Zentrifugieren  vom  Komplement 
getrennt  und  mit  Ambozeptor  (V 2 h.  auf  56"  er- 
wärmtem Immunserum)  versetzt,  so  erfolgt  keine  Hämo- 
lyse. Wird  hingegen  zunächst  der  Ambozeptor  und 
nach  dem  Zentrifugieren  das  Komplement  zugesetzt,  so 
lösen  sich  die  Erythrocyten  auf,  weil  der  Ambozeptor 
gebunden  wurde  (s.  S.  54). 

Es  ist  ferner  bemerkenswert,  daß  der  Ambozeptor 
bei  0°  gebunden  wird,  während  die  Komplementwirkung 
erst  bei  höherer  Temperatur  einsetzt. 

*)  Anmerkung.  Papayotin  ist  ein  eiweißspaltendes 
Ferment. 

**)  Anmerkung.  Es  eignen  sich  hierzu  nicht  alle  Sera 
in  der  gleichen  Weise. 
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Nach  Ehrlich  und  Morgenroth  verläuft  der 
Prozeß  in  der  Weise,  daß  zunächst  der  Ambozeptor  sich 
durch  die  cytophile  Gruppe  mit  dem  Blutkörperchen 
verbindet  und  dann  vermittelst  seiner  komplemento- 
philen  Gruppe  das  Komplement  verankert,  wie  dies 
in  der  folgenden  Zeichnung  schematisch  dargestellt 
wird : 


Komplementophile . 
Gruppe 


l'.vtophile  Gruppe 


Nach  Bordet  hingegen  werden  die  Blutkörperchen 
durch  den  Ambozeptor  in  ihrer  Oberflächenbeschaffen- 
heit so  verändert,  daß  sie  nunmehr  das  Komplement 
binden  können. 

Viele  Sera  besitzen  schon  normalerweise  die  Fähig- 
keit, die  Blutkörperchen  anderer  Spezies  aufzulösen. 
Auch  diese  normalen  Hämolysine  sind  komplexer  Natur  *), 
d.  h.  sie  bestehen  aus  Ambozeptor  und  Komplement, 
wenngleich  auch  der  Nachweis  hier  häufig  weit 
schwieriger  zu  führen  ist.  Die  wichtigsten  Methoden 
sind: 


*)  Anmerkung.  Eine  Ausnahme  machen  die  Kalt- 
blute rsera. 
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1.  Die  Komplettierung  des  inaktivierten  Serums 
durch  ein  an  sich  nicht  lösendes  Normalserum 
einer  andern  Spezies. 

2.  Der  Kältetrennungsversuch  (s.  S.  57). 

Löst  ein  normales  Serum  der  Spezies  X die  Blut- 
körperchen der  Tierarten  A,  B,  C,  so  ist  darin  nicht 
ein  einheitliches  Hämolysin  enthalten,  welches  alle  diese 
Wirkungen  entfaltet,  sondern  völlig  getrennte  Hämo- 
lysine für  A,  B und  C.  Dies  folgt  aus  den  Lrgeb- 
nissen  des  spezifischen  Absorptionsversuches  (Ehrlich 
und  Morgenroth).  Wird  das  inaktivierte  Serum  mit 
den  Blutkörperchen  der  Tierart  A versetzt,  so  schwindet 
der  Ambozeptor  nur  für  diese,  während  die  Ambo- 
zeptoren für  B und  C vollständig  erhalten  bleiben 
können.  Der  Versuch  ergibt  ein  ganz  analoges  Re- 
sultat, wenn  das  Serum  mit  den  Blutkörperchen  B 
und  C behandelt  wird. 

Gegen  die  Ambozeptoren  lassen  sich  immunisatorisch 
Antiambozeptoren  erzeugen.  Diese  komplizierten  Ver- 
hältnisse können  jedoch  hier  nicht  geschildert  werden. 

3.  Die  übrigen  Cytolysine. 

Auf  eine  genauere  Beschreibung  muß  hier  ver- 
zichtet werden;  es  ist  sehr  wahrscheinlich,  daß  alle 
komplexer  Natur  sind,  d.  h.  aus  Ambozeptor  und  Kom- 
plement bestehen. 

IY.  Nachweis  von  Antikörpern 
und  Antigenen  mittels  der  Komplement-, 
bindung*). 

Der  bisher  geschilderte  Nachweis  bakterieller  Anti- 
körper war  an  die  Tatsache  geknüpft,  daß  die  Bakterien 

*)  Anmerkung.  Diese  Bezeichnung  ist  dem  häufig 
gebrauchten  „Komplementablenkung“  vorzuziehen. 
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durch  das  Zusammenwirken  von  Ambozeptor  und  Kom- 
plement abgetötet  werden.  Es  hat  sich  aber  nun 
gezeigt,  daß  es  auch  Ambozeptoren  gibt,  welche  sich 
mit  den  Bakterien  verbinden,  ohne  sie  abzutöten.  Diese 
lassen  sich  durch  die  Methode  der  Komplement- 
bindung nachweisen. 

Werden  nämlich  Bakterien  mit  ihrem  spezifischen 
Ambozeptor  und  Komplement  gemischt,  so  wird  das 
Komplement  mittels  des  Ambozeptors  an  die  Bakterien 
gebunden;  wenn  nun  nachträglich  sensibilisierte  Blut- 
körperchen (d.  i.  Blutkörperchen  + hämolytischem 
Ambozeptor)  hinzugesetzt  werden,  so  bleibt  die  Hämo- 
lyse aus,  weil  das  Komplement  bereits  gebunden  ist. 
Folgendes  Schema  veranschaulicht  dies  Verhalten: 


Komplement  - . 


Bakterieller 

Ambozeptor 


.Hämolytischer 

Ambozeptor 


Bakterium« 


ö 6 


-Blutkörperchen 


Figur  2. 


Auch  die  Antikörper  gegen  gelöstes  Eiweiß  lassen 
sich  nach  den  bisher  geschilderten  Methoden  nur  durch 
das  sichtbare  Phänomen  der  Präcipitation  nachweisen. 
Gengou,  später  Moreschi  und  Gay  haben  jedoch 
gezeigt,  daß  auch  die  Mischung  von  Eiweißantigen 
und  seinem  entsprechenden  Antiserum  Komplement  zu 
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binden  vermag.  Folgendes  schematische  Beispiel  mag 
dies  Phänomen  illustrieren: 

ALenschenseruni  -j-  Antimenschenserum  + Komplement, 
Dazu  später 

Hammelblutkürpereben  4-  Hammelblutambozeptor. 

Auch  hier  bleibt  bei  geeigneten  Mengenverhältnissen 
die  Hämolyse  aus,  weil  die  Eiweißantigen-Antikörper- 
verbindung Komplement  gebunden  hat. 

Es  ist  noch  nicht  ganz  sicher,  ob  die  komplement- 
ablenkenden  Antikörper  mit  den  Präcipitinen  identisch 
sind. 

Da  die  Reaktion  spezifisch  ist,  so  gestattet  die 
Methode  eine  der  Komponenten  der  Antikörper-Antigen- 
verbindung nachzuweisen,  wenn  die  andere  gegeben  ist. 


(V) 


ä **■ 


Y.  Serodiagno8tik  der  Lues. 

Die  von  Wassermann  gefundene  Methode  zum 
serologischen  Nachweis  der  Lues  steht  mit  dem 
Phänomen  der  Komplementbindung  in  einem  historischen, 
wahrscheinlich  aber  in  keinem  inneren  Zusammenhang. 
Schon  Bordet  und  Gengou,  sodann  Wassermann 
und  seine  Schüler  haben  die  Methode  der  Komplement- 
bindung benutzt,  um  damit  Antikörper  gegen  Krank- 
heitserreger, besonders  auch  im  Serum  von  Patienten 
nachzuweisen.  Dies  Prinzip  wurde  auch  auf  die  Lues 
angewandt. 

Wassermann,  Neißer  und  Bruck  (Deutsch. 
Med.  W.  1906,  S.  745)  wiesen  zuerst  nach,  daß  das 
Serum  von  Affen,  die  mit  syphilitischem  Material 
vorbehandelt  waren,  zusammen  mit  Extrakten  aus 
syphilitischen  Organen  Komplementbildung  gibt.  Bald 
darauf  zeigten  dann  Wassermann,  Neißer,  Bruck 
und  Schucht  (Zeitschr.  f.  Hyg.  1906,  Bd.  55,  S.  451), 
daß  auch  die  Sera  luetischer  Menschen  diese  Reaktion 
Friedemann,  Immunitätslehre.  2 
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geben,  und  Wassermann  und  Plaut  (Deutsch.  Med.  W. 
1906,  Nr.  44)  erwiesen  das  gleiche  für  die  Cerebrospinal- 
flüssigkeit von  Paralytikern.  Diese  von  vielen  Autoren 
bestätigten  Befunde  wurden  anfänglich  im  Sinne  der 
Bordet-Gengou  - Moreschi  sehen  Komplementbindung 
als  spezifische  Reaktionen  zwischen  Derivaten  des  Lues- 
erregers und  syphilitischen  Antistoffen  gedeutet.  Diese 
Auffassung  mußte  aufgegeben  werden,  als  es  sich 
herausstellte,  daß  die  syphilitischen  Organextrakte  bei 
der  Reaktion  durch  Stoffe  vertreten  werden  können,  die 
mit  der  Syphilis  gar  nichts  zu  tun  haben.  Marie  und 
Levaditi  (Ann.  de  l’institut  Pasteur  1907,  Bd.  21), 
Landsteiner,  Müller  und  Pötzl  (Wien.  Klin.  W.  1907, 
Nr.  17),  L.  Michaelis  (Berl.  Klin.  W.  1907,  Nr.  31) 
fanden,  daß  auch  Extrakte  normaler  Organe  mit 
Luetikerserum  Komplementablenkung  geben,  wenn  auch 
größere  Mengen  angewandt  werden  mußten.  Weil 
(Wien.  Klin.  W.  1907,  Nr.  18)  erhielt  positive  Resultate 
bei  der  Verwendung  von  Extrakten  aus  malignen  Tu- 
moren. 

Über  die  Natur  der  in  den  luetischen  Organen 
vorhandenen  wirksamen  Stoffe  brachten  die  Unter- 
suchungen von  Porges  (Sitz,  der  Berl.  Med.  Gesellsch. 
11.  Dezember  1907)  und  Meier  (Berl.  Klin.  W.  1908, 
Nr.  15)  und  Landsteiner,  Müller  und  Pötzl  (Wien. 
Klin.  W.  1907,  Nr.  50)  Aufklärung,  indem  diese  Autoren 
nachwiesen,  daß  die  wirksamen  Stoffe  sich  mit  Alkohol 
extrahieren  lassen  und  wahrscheinlich  zu  den  Lipoiden 
gehören.  Auch  aus  normalen  Organen,  besonders  dem 
Herzmuskel,  lassen  sich  mit  Alkohol  wirksame  Stoffe 
gewinnen.  In  der  Tat  zeigte  es  sich,  daß  auch  Stoffe 
bekannter  chemischer  Konstitution,  wie  das  Lecithin 
und  das  glykocholsaure  Natrium,  an  Stelle  der  Organ- 
extrakte verwandt  werden  können.  Doch  ist  die  Ab- 
lenkung mit  diesen  Substanzen  eine  undeutliche.  Sehr 
wirksam  ist  hingegen  nach  Untersuchungen  von  Sachs 
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und  Altmann  (Berl.  Klin.  W.  1908,  Nr.  20)  das  olein- 
saure Natrium. 

Das  Wesen  der  Reaktion  ist  noch  nicht  aufgeklärt. 
Doch  scheint  es,  daß  sie  mit  kolloidalen  Fällungs- 
reaktionen im  Zusammenhang  steht.  Porges  und 
seine  Mitarbeiter  (Berl.  Klin.  W.  1908,  Nr.  15, 
Wien.  Klin.  W.  1908,  Nr.  21  und  23)  zeigten, 
daß  die  Sera  von  Luetikern  häufig  imstande 
sind,  Lecithinemulsionen  und  Lösungen  von  glykochol- 
saurem  Natrium  auszuflocken.  Ferner  geben  sie  nach 
Klausner  (Wien.  Klin.  W.  1908,  Nr.  7)  beim  Verdünnen 
mit  Aqua  destillata  stärkere  Niederschläge  als  normale 
Sera.  Fornet  und  Schereschewsky  (Berl.  Klin.  W. 
1908,  Nr.  18)  beobachteten  eine  Ringbildung  als  Aus- 
druck einer  eingetretenen  Fällung,  wenn  sie  das  Serum 
frisch  luetischer  Patienten  (Antigen)  mit  dem  Serum 
von  Paralytikern  (Antikörper)  überschichteten. 

Für  die  praktischen  Zwecke  der  Serodiagnostik 
der  Lues  hat  sich  die  von  Wassermann  und  seinen 
Mitarbeitern  ursprünglich  angegebene  Methodik,  die 
Verwendung  wässeriger  oder  alkoholischer  Extrakte 
aus  luetischen  Lebern,  bisher  als  die  zuverlässigste 
erwiesen.  Daneben  scheinen  auch  die  alkoholischen 
Extrakte  aus  Herzmuskel  brauchbare  Resultate  zu 
liefern.  Hingegen  ist  bei  der  Anwendung  von  Lecithin, 
glykocholsaurem  oder  oleinsaurem  Natrium  die  Spe- 
zifität und  Zuverlässigkeit  der  Reaktion  noch  nicht 
genügend  garantiert,  und  dasselbe  gilt  nach  den  Unter- 
suchungen von  Eisler  (Wien.  Klin.  W.  1908,  Nr.  13) 
und  Groß  und  Volk  (ebd.  1908,  Nr.  18)  auch  für  die 
von  Porges  und  Clausner  angegebenen  Flockungs- 
reaktionen, sowie  nach  Plaut,  Heuck  und  Rossi 
(Münch.  Med.  W.  1908,  Nr.  66)  für  die  Präcipitin- 
reaktion  von  Fornet  und  Schereschewsky. 

Zahlreiche  Nachprüfungen  haben  ergeben,  daß  die 
Wassermannsche  Reaktion  beim  Menschen  fast  aus- 

9* 


20 


B.  Die  Autigene  und  ihre  Antikörper. 


schließlich  bei  der  Lues  beobachtet  wird,  wenn  sie  auch 
nicht  in  allen  Fällen  vorhanden  ist.  Eine  Ausnahme  machen 
einige  Protozoenerkrankungen,  sowie  die  Lepra.  Ferner 
wurde  die  Reaktion  einige  Male  bei  Scharlach  beobachtet. 


VI.  Über  Phagocytose  befördernde 
Antikörper.  (Cytotropine.) 


Metschnikoff  und  seine  Schüler  haben  beobachtet, 
daß  im  Organismus  immunisierter  Tiere  die  Phagocytose 
lebhafter  vor  sich  geht  als  im  normalen  Organismus. 
Denys  und  Leclef  zeigten  sodann,  daß  die  gewaschenen 
Leukocyten  immunisierter  Tiere  sich  genau  so  ver- 
halten wie  normale,  daß  hingegen  das  Serum  der 
Immuntiere  die  Fähigkeit  hat,  die  Phagocytose  zu 
befördern.  Metschnikoff  war  der  Ansicht,  daß  die 
Stoffe  des  Immunserums  anreizend  auf  die  Leukocyten 
wirkten,  und  nannte  sie  daher  Stimuline.  Neufeld 
und  Rimpau  wiesen  hingegen  nach,  daß  im  Immun- 
serum ein  Stoff  enthalten  ist,  welcher  sich  mit  den 
Bakterien  verbindet  und  diese  in  der  Weise  verändert, 
daß  sie  nunmehr  leicht  von  den  Leukocyten  aufge- 
nommen werden.  Diese  Stoffe  wurden  von  den  Ent- 
deckern als  „bakteriotrope  Substanzen“  bezeichnet. 
In  gleicher  Weise  lassen  sich  „hämotrope  Stoffe“  gegen 
Blutkörperchen  darstellen. 

Bereits  vor  Neufeld  und  Rimpau  hatte  Wright 
die  Phagocytose  befördernde  Wirkung  des  Blutserums 
beobachtet.  Wright  stellte  fest,  daß  Bakterien  in 
Kochsalzlösung  von  den  Leukocyten  fast  gar  nicht 
aufgenommen  werden,  hingegen  einer  lebhaften  Phago- 
cytose unterliegen,  wenn  etwas  normales  Serum  zu- 
gegen ist.  Auch  Wright  konnte  nachweisen,  daß  das 
Serum  auf  die  Bakterien  und  nicht  auf  die  Leuko- 
cyten wirkt;  er  nannte  die  im  Serum  enthaltenen  Stoffe 
Opsonine  (von  tyjovio)  = genießbar  machen). 
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Es  ist  das  Verdienst  W rights,  eine  quantitative 
Methode  zur  Bestimmung  des  Grades  der  Phagocytose 
ausgearbeitet  und  diese  zu  diagnostischen  und  thera- 
peutischen Zwecken  beim  Menschen  angewandt  zu  haben 
(siehe  Opsoninbestimmung).  Mit  dieser  Methode  hat 
Wright  festgestellt,  daß  bei  den  meisten  chronischen 
infektiösen  Erkrankungen  die  Phagocytose  befördernde 
Wirkung  des  Blutserums  gegenüber  dem  Erreger  der 
Erkrankung  herabgesetzt  ist,  daß  sich  jedoch  durch 
eine  planmäßige  aktive  Immunisierung  eine  Steigerung 
des  opsonischen  Index,  welcher  ein  quantitatives  Maß 
für  die  Phagocytose  befördernde  Wirkung  des  Blut- 
serums abgibt  (s.  S.  101),  erzielen  läßt.  Die  Behand- 
lung besteht  in  der  Injektion  abgetöteter  Bakterien 
und  unterscheidet  sich  in  bezug  auf  das  Material  nicht 
von  anderen  Methoden  der  aktiven  Immunisierung.  Neu 
ist  hingegen,  daß  diese  Behandlung  unter  der  Kontrolle 
des  opsonischen  Index  geschieht  und  daß  dadurch 
Dosis  und  Zeitpunkt  der  Injektion  bestimmt  werden. 
Wright  hat  nämlich  beobachtet,  daß  nach  jeder  In- 
jektion der  opsonische  Index  zunächst  herabgeht  (ne- 
gative Phase),  um  dann  über  die  vorhergehende  Höhe 
anzusteigen.  Dieser  Anstieg  erfolgt  aber  nur,  wenn 
die  injizierte  Dosis  nicht  zu  groß  war.  Vor  allem 
ist  es  aber  nötig,  mit  der  zweiten  Injektion  zu  warten, 
bis  die  negative  Phase  vorüber  ist,  weil  sonst  ein 
dauerndes  Absinken  des  opsonischen  Index  die  Folge  ist. 

Die  Bedeutung  der  Phagocytose  für  die  Heilung 
der  Infektionskrankheiten  ist  in  einzelnen  Fällen  er- 
wiesen, in  andern  sehr  zweifelhaft.  Die  Phagocytose 
wird  dann  für  den  Organismus  nicht  förderlich  sein, 
wenn  die  Leukocyten  außerstande  sind,  die  einge- 
drungenen Bakterien  abzutöten.  Unter  diesem  Ge- 
sichtspunkte ist  auch  der  Wert  des  opsonischen  Index 
für  die  Therapie  abzuschätzen. 
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VII.  Toxine  und  Antitoxine. 


Eine  besonders  interessante  Klasse  von  Antigenen 
stellen  die  Toxine  dar.  Es  sind  dies  Substanzen,  die 
außer  ihrer  Fähigkeit,  Antikörper  zu  erzeugen,  auch 
noch  eine  ausgesprochene  Giftigkeit  für  den  Organis- 
mus besitzen.  Die  Antikörper  gegen  die  Toxine  werden 
als  Antitoxine  bezeichnet;  sie  besitzen  die  Eigen- 
schaft, die  giftigen  Wirkungen  der  Toxine  aufzuheben. 
Nur  solche  Gifte,  welche  auf  dem  Wege  der  Immuni- 
sierung Antitoxine  erzeugen,  dürfen  als  Toxine  be- 
zeichnet werden.  Die  bekannten  Giftgruppen  der  Alka- 
loide, Glykoside  usw.  gehören  also  nicht  zu  den  Toxinen. 


A.  Toxine. 

Die  wichtigsten  und  auch  zuerst  entdeckten  Toxine 
sind  die  von  den  Bakterien  produzierten  Gifte,  welche 
in  flüssigen  Nährmedien  nach  Entfernung  der  Bakterien- 
leiber durch  Filtration  gewonnen  werden  können. 
Außerdem  kommen  aber  auch  im  Tier-  und  Pflanzen- 
reich zahlreiche  Toxine  vor  (z.  B.  Schlangengift, 
Ricin  usw.).  Man  unterscheidet  demnach  tierische, 
pflanzliche  und  bakterielle  Toxine. 

Über  die  chemische  Natur  der  Toxine  ist  nichts 
bekannt;  doch  kommt  dieser  Gruppe  eine  Reihe  physi- 
kalisch-chemischer und  biologischer  Eigenschaften  zu, 
welche  im  allgemeinen  bei  andern  Giften  nicht  be- 
obachtet werden,  wenn  sie  auch  nicht  bei  jedem  Toxin 
anzutreffen  sind.  Vielfach  sind  die  Toxine  sehr 
labile  Körper.  Die  meisten  werden  beim  Erwärmen 
auf  60°  zerstört;  beim  Lagern  im  gelösten  Zustande 
findet  meist  eine  recht  erhebliche  Abschwächung  der 
Giftwirkung  statt,  und  besonders  sind  sie  gegen  den 
Einfluß  des  Lichtes  empfindlich.  In  biologischer  Hin- 
sicht sind  manche  Toxine  durch  ihre  Wirksamkeit 
schon  in  außerordentlich  geringen  Dosen  charakterisiert. 
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Von  einem  sehr  wirksamen  Tetanusgift  genügen 
0,0000005  g,  um  eine  Maus  zu  töten,  und  in  Wirk- 
lichkeit ist  diese  Menge  noch  viel  zu  hoch  gegriffen, 
da  ja  die  benützten  Giftpräparate  zum  größten  Teil 
aus  Verunreinigungen  bestehen. 

Die  Giftigkeit  der  Toxine  ist  jedoch  keineswegs 
für  alle  Tierarten  die  gleiche.  So  ist  z.  B.  bei  dem 


soeben  erwähnten  Tetanusgift  die  tödliche  Dosis  für 
das  Huhn  etwa  360 000  mal  größer  als  für  das  Pferd 
(auf  die  Einheit  des  Körpergewichtes  berechnet). 

Eine  weitere  Eigentümlichkeit  der  Toxine  ist  die 
meist  beträchtliche  Inkubationszeit.  Die  bekannten 
chemischen  Gifte  rufen  in  größeren  Dosen  im  all- 
gemeinen schon  wenige  Minuten  nach  ihrer  Resorption 
Krankheitserscheinungen  hervor.  Auch  bei  den  Toxinen 
kommen  derartig  akut  wirkende  Gifte  vor  (z.  B. 
Schlangengift,  Toxin  des  Vibrio  Nasik  usw.).  Bei  den 
meisten  aber  setzen  die  Krankheitserscheinungen  erst 
nach  einer  mehrere  Stunden  oder  Tage  währenden,  voll- 
ständig symptomlosen  Periode  ein.  Die  Dauer  dieser 
Inkubationszeit  schwankt  mit  der  Größe  der  an- 
gewandten Giftdosis;  sie  läßt  sich  aber  auch  bei  den 
größten  Dosen  nicht  unter  ein  bestimmtes,  für  jedes 
Toxin  charakteristisches  Maß  herabdrücken.  Über  die 
Ursachen  der  Inkubationszeit  besitzen  wir  nur  sehr 
geringe  experimentell  begründete  Kenntnisse.  Beim 
Tetanusgift  hängt  die  Dauer  der  Inkubationszeit  nach 
Meyer  und  Ransom  damit  zusammen,  daß  das  Gift, 
um  seine  Wirksamkeit  im  Zentralnervensystem  zu  ent- 
falten, seinen  Weg  durch  die  Achsenzylinder  der 
peripheren  Nerven  nehmen  muß. 

Für  den  Verlauf  der  Vergiftung  ist  ferner  der 
Applikationsort  nicht  gleichgültig.  Mit  wenigen  Aus- 
nahmen (Butolismustoxin,  Paratyphusgift)  sind  die 
Toxine  per  os  gegeben  ganz  unwirksam,  da  sie  durch 
die  Verdauungssäfte  zerstört  werden. 


Um  über  die  Wirkungsweise  eines  Giftes  Aufschluß 
zu  erhalten,  wird  man  des  Tierexperiments  nicht  ent- 
raten  können.  Für  viele  theoretische  Fragen  bedeutete 
es  jedoch  einen  außerordentlichen  Fortschritt,  als 
Ehrlich  in  die  Toxinforschung  den  Reagenzglasversuch 
(Versuch  in  vitro)  einführte.  Diese  Methode  beruht 
auf  der  Tatsache,  daß  sich  die  Giftwirkungen  der 
Toxine  bisweilen  auch  an  isolierten  Zellen  beobachten 
lassen.  Besonders  schön  läßt  sich  dies  an  den  roten 
Blutkörperchen  erkennen,  welche  unter  dem  Einfluß 
mancher  Toxine  den  Blutfarbstoff  austreten  lassen 
(hämolysiert  werden).  Toxine,  welchen  diese  Fähigkeit 
zukommt,  werden  als  Hämotoxine  bezeichnet. 

Die  hämolytischen  Toxine  können  wiederum 

1.  tierischer, 

2.  pflanzlicher, 

3.  bakterieller 

Herkunft  sein.  Da3  hämolytische  Gift  ist  häufig  von 
dem  die  typische  Vergiftung  im  Tierkörper  hervor- 
rufenden Toxin  verschieden.  So  enthält  die  Tetanus- 
bouillon neben  dem  krampferregenden  Gift,  dem  Te- 
tanospasmin,  auch  noch  das  hämolytische  Tetanolysin. 
Im  folgenden  ist  eine  Übersicht  über  die  bekannten 
hämolytischen  Toxine  gegeben. 

I.  Tierische  Hämolysine. 

Phrynolysin  (Krötengift). 

Arachnolysin  (Spinnengift). 

Schlangengift. 

Bienengift. 

Trachinusgift. 

II.  Pflanzliche  Hämolysine. 

Crotin. 

Phallin. 

III.  Bakterielle  Hämolysine. 

Tetanus. 

Staphylokokken. 
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V ibrionen. 

Megatherium. 

Proteus. 

Pyocyaneus 

Typhus 

Coli 


nur  bei  einzelnen 
Stämmen. 


Dysenterie 

Neben  den  Hämotoxinen  gibt  es  eine  große  Menge 
von  Stoffen  bekannter  chemischer  Konstitution  (fett- 
lösende Substanzen,  Alkaloide,  Glykoside  usw.),  welche 
hämolytisch  wirken.  Es  seien  daher  kurz  die  Eigen- 
schaften aufgeführt,  welche  die  Hämotoxine  als  Toxine 
charakterisieren. 

1.  Die  meisten  werden  durch  Erwärmen  auf  60 
bis  70°  zerstört. 

2.  Pis  besteht  eine  deutliche  Inkubationszeit  (Latenz- 
stadium der  Hämolyse). 

3.  Die  Blutarten  der  einzelnen  Spezies  besitzen  eine 
sehr  ungleiche  Empfindlichkeit. 

4.  Es  ist  möglich,  gegen  die  Toxine  immunisatorisch 
Antitoxine  zu  erzeugen. 

Andererseits  unterscheiden  sich  die  bisher  be- 
sprochenen Hämotoxine  scharf  von  den  Serumhämo- 
lysinen (s.  S.  . .).  Es  ist  nämlich  nicht  möglich,  sie 
nach  der  Zerstörung  wieder  zu  reaktivieren  oder  ihre 
Wirksamkeit  durch  Zusatz  an  sich  indifferenter  Sub- 
stanzen zu  erhöhen.  Sie  werden  deshalb  auch  als  ein- 
fache Hämolysine  (s.  S.  12)  bezeichnet.  Es  gibt 
nun  aber  auch  unter  den  Toxinen  komplexe  Hämo- 
lysine, bei  denen  wie  bei  den  Serumhämolysinen  die 
Hämolyse  durch  das  Zusammenwirken  zweier  Sub- 
stanzen zustande  kommt,  die  jede  für  sich  unwirksam 
sind.  Am  besten  untersucht  unter  diesen  Stoffen  ist 
das  Cobralysin,  das  in  dem  Giftsekret  der  Cobra- 
schlangen  neben  dem  tödlichen  Nervengift  enthalten 
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ist.  Dieses  Gift  löst  eine  Reihe  von  Blutarten  (Meer- 
schweinchen, Hund,  Mensch,  Kaninchen,  Pferd)  an  sich, 
andere  hingegen  (Rind,  Ziege,  Hammel)  nur,  wenn 
eine  — an  sich  unwirksame  — Lecithinmenge  hinzu- 
gefügt wird.  Statt  des  Lecithins  kann  auch  Blutserum 
verwandt  werden,  dessen  aktivierende  Eigenschaften 
wahrscheinlich  ebenfalls  zum  Teil  auf  dessen  Le- 
cithingehalt beruhen.  Die  Sera  der  verschiedenen 
Tierspezies  verhalten  sich  sehr  ungleich  in  bezug  auf 
ihre  Aktivierungsfähigkeit;  es  hängt  dies  damit  zu- 
sammen, daß  im  Blutserum  noch  ein  anderer  Stoff, 
das  Cholestearin,  enthalten  ist,  welches  die  Cobragift- 
hämolyse  auf  hebt;  ferner  kann  das  Lecithin  mit  den 
Eiweißkörpern  des  Blutserums  unwirksame  Verbin- 
dungen eingehen. 

Es  ist  gelungen,  den  bei  der  Einwirkung  des 
Cobragiftes  auf  das  Lecithin  entstehenden  hämolytischen 
Körper  zu  isolieren  (Cobralecithid). 

Gegen  das  Cobralysin  läßt  sich  ein  Antilysin  er- 
zeugen, welches  nur  auf  die  native  Giftlösung,  nicht 
auf  das  fertige  Lecithid  wirkt. 

B.  Antitoxine. 

Wie  dies  ja  auch  bei  andern  Giften  (Morphium, 
Arsen  usw.)  bekannt  ist,  gelingt  es,  Tiere  durch  Vor- 
behandlung mit  steigenden  Mengen  an  Multipla  der 
tödlichen  Dosis  eines  Toxins  zu  gewöhnen.  Die  Immuni- 
sierung gegen  Toxine  unterscheidet  sich  aber  dadurch 
prinzipiell  von  der  übrigen  Giftgewöhnung,  daß  das 
Blutserum  der  immunen  Tiere  imstande  ist,  auch  un- 
vorbehandelte  Individuen  vor  der  Vergiftung  zu 
schützen  (v.  Behring).  Das  Blutserum  der  Immun- 
tiere enthält  also  ein  Gegengift  gegen  das  Toxin,  welches 
als  Antitoxin  bezeichnet  wird. 

Diese  Entgiftung  ist  eine  durchaus  spezifische, 
d.  h.  mit  wenigen  Ausnahmen  wirkt  das  Antitoxin 
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nur  gegen  das  Toxin,  durch  welches  es  erzeugt  wurde. 
Die  Antitoxine  sind  im  allgemeinen  weit  stabilere 
Substanzen  als  die  Toxine;  besonders  im  getrockneten 
Zustand  sind  sie  fast  unbegrenzt  haltbar. 

Über  die  Wirkungsweise  des  Antitoxins  waren 
anfänglich  die  Ansichten  geteilt.  Die  französische  Schule 
unter  Führung  Metschnikoffs  glaubte,  daß  das  Anti- 
toxin die  Zellen  des  Organismus  beeinflusse  und  sie 
dadurch  gegen  das  Toxin  unempfindlich  mache,  sie 
sah  also  in  dem  Antitoxin  ein  „physiologisches“  Gegen- 
gift. Ehrlich  hat  jedoch  der  Anschauung  allgemeine 
Geltung  verschafft,  daß  das  Antitoxin  direkt  chemisch 
auf  das  Toxin  einwirke.  Unter  den  experimentellen 
Tatsachen,  welche  diese  Ansicht  beweisen,  sei  vor 
allem  hervorgehoben,  daß  die  Aufhebung  der  Toxin- 
wirkung durch  das  Antitoxin  am  sichersten  gelingt,  wenn 
beide  Komponenten  eine  Zeitlang  vor  der  Injektion  ge- 
mischt werden. 

Bei  dieser  Einwirkung  handelt  es  sich  nicht  etwa 
um  eine  Zerstörung  des  Giftes,  sondern  um  die  Ent- 
stehung einer  ungiftigen  Verbindung  zwischen  Toxin 
und  Antitoxin.  Es  folgt  dies  aus  den  streng  zahlen- 
mäßigen Beziehungen  bei  dieser  Keaktion,  welche  an 
die  Neutralisierung  einer  Base  durch  eine  Säure  er- 
innern. Die  zur  Aufhebung  der  Giftwirkung  erforder- 
liche Antitoxinmenge  ist  nämlich  der  angewandten 
Toxinmenge  genau  proportional  (Gesetz  der  Multipla). 
Ferner  gelang  es,  aus  einem  unwirksamen  Toxin-Anti- 
toxingemisch die  Giftkomponente  quantitativ  wieder- 
zugewinnen (Morgen  roth). 

Eine  große  praktische  Bedeutung  haben  die 
antitoxischen  Sera  bei  der  Behandlung  der  Infektions- 
krankheiten, besonders  bei  der  Diphtherie,  gewonnen. 
Ihre  Wirksamkeit  beruht  darauf,  daß  sie  vielfach  mit 
der  Neutralisierung  der  Gifte  auch  den  Bakterien  das 
Wachstum  im  Organismus  unmöglich  machen.  Die  An- 


C.  Die  Ehrliclische  Seitenkettentheorie. 


Wendung  der  antitoxischen  Sera  i3t  eine  prophylak- 
tische, wenn  damit  der  Ausbruch  einer  Erkrankung  ver- 
hindert werden  soll.  Von  noch  größerer  Wichtigkeit 
aber  ist  die  therapeutische  Verwendung  bei  bereits 
bestehender  Krankheit.  In  diesem  Falle  sind  aller- 
dings weit  größere  Antitoxinmengen  erforderlich;  auch 
muß  die  Behandlung  möglichst  frühzeitig  einsetzen. 
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In  seiner  Seitenkettentheorie  hat  Ehrlich  den  Ver- 
such unternommen,  die  Wirkung  der  Toxine  auf  den 
Organismus,  die  Reaktionen  zwischen  den  Antikörpern 
und  ihren  Antigenen,  sowie  die  Entstehung  der  Anti- 
körper unter  einheitlichen  Gesichtspunkten  zu  erklären. 

Den  Grundpfeiler  der  Theorie  bildet  die  Annahme, 
daß  nur  solche  Stoffe  Antikörper  erzeugen  können,  d.  h. 
Antigene  sind,  welche  mit  bestimmten  Atomkomplexen 
des  Zellprotoplasmas  festig  chemische  Verbindungen  ein- 
gehen  können.  Dadurch  unterscheiden  sich  also  z.  B. 
die  Toxine  von  den  Alkaloiden,  Glykosiden  usw.,  welche 
entweder  nur  durch  Lösungs Vorgänge  oder  durch  leicht 
dissozierende  salzartige  Verbindungen  in  die  Zelle  ge- 
langen können.  Die  Bindung  der  Toxine  und  der  Anti- 
gene überhaupt  erfolgt  hingegen  mittels  der  Seiten- 
ketten oder  Rezeptoren  des  Zellprotoplasmas.  Das 
Zellprotoplasma  besitzt  eine  große  Menge  solcher  Atom- 
gruppen, von  denen  jede  zu  einem  ganz  bestimmten 
Antigen  chemische  Verwandtschaft  besitzt.  Die  Anti- 
körper sind  nun  nichts  weiter  als  die  an  das  Blut- 
serum abgegebenen  Ze’.lrezeptoren.  Diese  Abstoßung 
der  Rezeptoren  aus  der  Zelle,  welche  durch  den  Reiz 
der  Immunisierung  erfolgt,  stellt  sich  Ehrlich  in  fol- 
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gender  Weise  vor:  Die  Rezeptoren  haben  physiolo- 

gischervveise  die  Aufgabe,  der  Zelle  ihr  Nährmaterial 
zuzuführen.  Besitzt  nun  ein  solcher  Rezeptor  zufällig 
eine  starke  Affinität  zu  einem  nicht  durch  die  Ver- 
dauung vorbereiteten  artfremden  Eiweißkörper  (An- 
tigen), so  wird  er  sich  mit  diesem  verbinden,  den- 
selben aber  nicht  in  der  schnellen  Weise  wie  die 
Nährstoffe  weiter  verarbeiten  können.  Dieser  fremd- 
artige Molekularkomplex  wirkt  nun  als  Reiz,  der  schließ- 
lich zu  einer  Abstoßung  des  Rezeptors  führt.  Die 
Zelle  sucht  den  Defekt  zu  decken,  indem  sie  neue 
Rezeptoren  bildet,  und  zwar  findet  diese  Neubildung  in 
solchem  Maße  statt,  daß  schließlich  die  überschüssi- 
gen Rezeptoren  an  das  Blutserum  abgegeben  werden. 
Die  Spezifität  der  Antikörper  erklärt  sich  also  einfach 
dadurch,  daß  schon  in  der  Zelle  Rezeptoren  mit  spezi- 
fischen Affinitäten  vorhanden  waren. 

Einen  besonderen  Bau  besitzen  nach  Ehrlich  die 
Zellrezeptoren,  wenn  sie  dazu  bestimmt  sind,  kompli- 
zierte Nahrungsmo’.eküle  aufzunehmen  und  zu  zerlegen. 
Sie  haben  dann  nämlich  nicht  nur  eine  bindende  Gruppe 
für  das  Nahrungsmolekül,  sondern  noch  eine  zweite, 
mittels  derer  sie  aus  der  Blutbahn  Fermente  aufnehmen, 
welche  die  Aufspaltung  der  Nahrungskomplexe  ein- 
leiten. Derartige  komplizierte  Rezeptoren  spielen  nun 
auch  in  der  Immunitätslehre  eine  Rolle,  besonders  dann, 
wenn  es  sich  um  die  Antikörperbildung  gegen  Zellen 
handelt.  In  die  Blutbahn  übergetreten,  stellen  sie  den 
Typus  der  Ambozeptoren  dar,  welche  ja  (s.  Fig.  3 u.  4) 
eine  bindende  (cytophile)  Gruppe  für  die  zur  Immuni- 
sierung benutzte  Zelle  und  eine  andere  (komplemento- 
phile  Gruppe)  für  die  im  Serum  existierenden,  nach 
Ehrlich  fermentativ  wirkenden  Komplemente  besitzen 
Die  einzelnen  bindenden  Gruppen  eines  Rezeptors  werden 
auch  als  haptophore  Gruppen  bezeichnet. 

Die  Theorie  in  ihrer  bisher  entwickelten  Form  er- 
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klärt  also  ungezwungen  das  Zustandekommen  einer  spezi- 
fischen chemischen  Reaktion  zwischen  den  Antikörpern 
und  ihren  Antigenen;  es  bleibt  nun  noch  zu  erörtern, 
warum  im  Falle  der  Toxin-Antitoxinbindung  diese  Reak- 

I.  Einfacher  Rezeptortypus. 


vor  der  Abstoßung  nach  der  Abstoßung 

Figur  3. 


II.  Komplizierter  Typus. 


Zelle 

Figur  4. 


Ambozeptor 


I 

Zelle 


tion  notwendigerweise  zu  einer  Entgiftung  des  Toxins 
führen  muß. 

Dies  erklärt  sich  nach  der  Ehrlichschen  Theorie 
in  folgender  Weise:  Das  Toxinmolekül  besitzt  ebenfalls 
zwei  Gruppen,  deren  eine,  die  haptophore,  die  Bin- 
dung an  die  Zelle  und  an  das  Antitoxin  herbeiführt, 
während  die  toxophore  Gruppe  die  Trägerin  der 
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eigentlichen  Giftwirkung  ist.  Diese  Auffassung  folgt 
aus  der  Beobachtung,  daß  beim  Lagern  viele  Toxine 
sich  in  Modifikationen  umwandeln  (Toxoide),  in  denen 
sie  noch  imstande  sind,  Antitoxine  zu  erzeugen  und  sich 
mit  ihnen  zu  verbinden,  ihre  Giftigkeit  aber  völlig  ein- 
gebüßt  haben.  Nun  kann  die  toxophore  Gruppe  erst 
dann  in  Wirksamkeit  treten,  wenn  die  haptophore 
Gruppe  sich  mit  dem  Rezeptor  der  Zelle  verbunden 
hat;  da  aber  das  Antitoxin  mit  dem  Zellrezeptor  iden- 
tisch ist,  so  wird  es  sich  mit  der  haptophoren  Gruppe 
des  Toxins  verbinden  und  dessen  Bindung  an  die  Zelle 
vereiteln.  Derselbe  Rezeptor  also,  der  in  der  Zelle 
Vorbedingung  der  Giftwirkung  ist,  schützt  die  Zelle 
vor  dem  Toxin,  wenn  er  sich  in  der  Blutbahn  befindet. 

Anhang:  Einige  spezielle  Anwendungen 
der  Rezeptorenlehre. 

Die  Rezeptorenlehre  ist  besonders  geeignet,  die 
feineren  Details  bei  den  Immunitätsreaktionen  zu  er- 
klären. Es  wurde  bereits  mehrfach  erwähnt,  daß  die 
Spezifität  der  Immunitätsreaktionen  keine  ganz  strenge 
ist,  sondern  daß  häufig  die  Eiweißkörper  oder  Zellen 
verwandter  Tierspezies  mit  beeinflußt  werden.  So 
agglutiniert  ein  hochwertiges  Typhusserum  häufig  auch 
den  Paratyphusbazillus,  wenn  auch  in  schwächerem  Grade. 
Das  einfachste  wäre  nun,  anzunehmen,  daß  ein  und  der- 
selbe Antikörper  den  Typhusbazillus  und  in  schwäche- 
rem Maße  auch  den  Paratyphusbazillus  agglutiniert. 
Die  von  Ehrlich  und  Morgenroth  eingeführte  Me- 
thode der  spezifischen  Absorption  führt  jedoch  zu 
komplizierteren  Annahmen.  Bestünde  nämlich  die  ein- 
fachere Auffassung  zu  Recht,  so  müßte  es  gelingen, 
mittels  des  Paratyphusbazillus  durch  wiederholte  Ab- 
sorption auch  das  Agglutinin  für  den  Typhusbazillus  zu 
entfernen.  Dies  ist  aber  nicht  der  Fall,  sondern  es 
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verschwindet  dabei  nur  das  Agglutinin  für  den  Para- 
typhusbazillus. Umgekehrt  kann  man  jedoch  durch 
den  Typhusbazillus  auch  das  Agglutinin  für  den  Para- 
typhusbazillus erschöpfen.  Diese  Verhältnisse  werden 
nun  durch  die  Rezeptorenlehre  in  folgender  Weise  er- 
klärt: Der  Typhusbazillus  besitzt  nicht  nur  einen  Rezep- 


torentypus, sondern  eine  ganze  Schar  solcher:  a,  b, 
c,  d,  e,  deren  jeder  zur  Entstehung  eines  Partialanti- 
körpers a,  ß,  y,  6,  e Anlaß  gibt.  Die  Verwandtschaft 
zum  Paratyphusbazillus  findet  nur  darin  ihren  Ausdruck, 
daß  dieser  ebenfalls  die  Rezeptoren  d,  e,  daneben  aber 
noch  die  Typen  f,  g,  h enthält.  Das  Typhusserum  kann 
also  mittels  der  Partialantikörper  ö und  e auch  auf  den 
Paratyphusbazillus  wirken;  anderseits  aber  besitzt  der 
Paratyphusbazillus  keine  Rezeptoren,  welche  die  Anti- 


körper a,  ß,  y zu  binden  und  dadurch  das  Typhus- 
serum zu  erschöpfen  vermöchten.  Es  ergibt  sich  also, 
daß  die  Spezifität  der  Immunitätsreaktionen  eine  durch- 
aus strenge  ist,  nur  daß  sie  sich  nicht  auf  die  Spezies, 
sondern  auf  den  Rezeptor  bezieht. 
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A.  Allgemeine  Technik  des  Tierversuches. 

I.  Injektionstechnik. 

a)  Die  intravenöse  Injektion.  Diese  Art 
der  Injektion  wird  hauptsächlich  bei  Kaninchen  an- 
gewandt. Nach  leichtem  Reiben  des  Ohrs  wird 
die  nicht  zu  spitze  (!)  Nadel  in  die  Randvene 
zentralwärts  flach  eingestochen  und  in  dieser  Lage 
durch  eine  kleine  Axterienklemme  fixiert.  Man  wartet, 
bis  in  der  Öffnung  der  Nadel  ein  Blutstropfen  erscheint 
(Vermeidung  von  Luftembolien!),  und  injiziert.  Die  In- 
jektion muß  ganz  leicht  vonstatten  gehen.  Zeigt  sich 
Widerstand  oder  bildet  sich  um  die  Spitze  der  Nadel 
eine  Schwellung,  so  befindet  sich  diese  außerhalb 
der  Vene. 

b)  Die  intrakardinale  Injektion  (beim  Meer- 
schweinchen). Durch  Tasten  wird  die  Stelle  des 
stärksten  Spitzenstoßes  bestimmt  und  hier  eine  feine 
Nadel  eingestoßen.  Ist  das  Herz  getroffen,  so  er- 
scheint Blut  in  der  Mündung  der  Nadel.  Zur  Einübung 
der  Methode  empfiehlt  es  sich,  zunächst  Farblösungen  zu 
injizieren  und  deren  Verbleib  durch  die  Sektion  fest- 
zustellen (Morgenroth). 

c)  Die  intraperitoneale  Injektion.  Ein  Ge- 
hilfe faßt  das  Tier  mit  der  rechten  Hand  an  den  Vorder- 
beinen, mit  der  linken  Hand  an  den  Hinterbeinen  und 
streckt  es  mit  dem  Kopf  nach  unten,  wodurch  die 
Eingeweide  in  die  Zwerchfellkuppe  fallen.  Alsdann 
wird  etwas  oberhalb  der  Blase  durch  einen  kleinen 
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Scherenschlag  in  geringem  Umfang  die  Muskulatur  frei- 
gelegt und  eine  stumpfe  Kanüle  eingestoßen. 

d)  Die  subkutane  Injektion.  In  besonders 
exakter  Weise  muß  diese  bei  den  Diphtherieprüfungen 
durchgeführt  werden.  Ein  Gehilfe  ergreift  mit  Daumen 
und  Zeigefinger  der  rechten  Hand  das  linke,  mit  drittem 
und  viertem  Finger  das  rechte  Vorderbein  des  auf  dem 
Tisch  sitzenden  Meerschweinchens  und  fixiert  auf  diese 
Weise  die  Beine  seitlich  neben  dem  Kopf,  während  die 
linke  Hand  gleichzeitig  die  Hinterbeine  nach  abwärts 
streckt.  Alsdann  wird  eine  Koch  sehe  Spritze  (ohne 
Ballon!)  von  oben  her  unter  die  Brusthaut  eingeführt. 
Durch  Palpation  überzeugt  man  sich,  daß  die  Muskulatur 
nicht  verletzt,  die  Nadelspitze  also  frei  unter 
der  Haut  verschieblich  ist.  Nachdem  die  Injektions- 
flüssigkeit in  die  Spritze  eingegossen  worden  ist,  wird 
deren  Inhalt  durch  stoßweisen  Druck  auf  den  Ballon 
entleert,  wobei,  um  Luftödeme  zu  vermeiden,  die  Nadel 
mit  der  Injektion  des  letzten  Flüssigkeitsquantums 
herausgezogen  werden  muß.  Die  gewöhnliche  subkutane 
Injektion  bedarf  keiner  gesonderten  Besprechung. 

e)  Intrastomachale  Einverleibung. 

a ) Kakesmethode  nach  Ehrlich:  Ein  abge- 
messenes Quantum  der  Lösung  wird  mit  abgewogenen 
Mengen  von  Kakes  innig  gemischt,  worauf  aus  der  Masse 
abgewogene  Würfel  hergestellt  werden,  die  an  die 
Mäuse  verfüttert  werden. 

,9)  Methode  von  Marks:  Ein  mit  Ansatzstück  ver- 
sehener, 7 ccm  langer  Nelatonkatheter  wird  durch  den 
Mund  in  den  Magen  eingeführt  und  in  dieser  Lage 
durch  eine  Pinzette  fixiert.  Die  Injektion  erfolgt  mittels 
I’ravazspritze. 

Anhang:  Injektionsspritzen.  Für  die  meisten 
Versuche  sind  graduierte  Stempelspritzen  erforderlich, 
und  zwar  wird  es  im  allgemeinen  genügen,  wenn  zwei 


*?*****> 
# & i#»*1  ^ 

n äks!!  si 


. 

. sjk  re-risL?  (Ink!',  9 ccm!, 
lijütseuith  mm  ia  versc 
fir  iätavffist,  resp.  intraperitoneah 
tea 

1 Al**w*ntt|  mul  Beobachtun 

»etcke  Günisjektionea  erb 

swnug  benutzt  «re; 

W «WM*  j 
****»!*«.,  *•* 


öS  Sir 


j ; 

j ! \ SU  I ! \ 


Ml 


bnik  dp 


'ä  w 


£?.*»** 

is  fei, 

1 ****** 

«to'toWifeul 

'iackffls  Bad  fisier:  ää! : 
i?b?i  des  Kojl  türeii 
ie  Hiaterbeise  aä  ab 
K Kociisäe  Spritze  ( 
er  le  Brasmat  «jef: 

aaa  äck.  iß  &r  Ms.4d 

ädeispto  m fr?:  i 

st  SacÜ«  & ^ 


eiügegoääfi 


wtoi 


eisen  Hfl® ii!  1 

i**#* 

,*#»  »* 

T*  m** 

•estelit  «* 


r*:ß£* 

'ißt 

p 


^e3 


> 


II.  Aufbewahrung  und  Beobachtung  der  Tiere.  37 

Spritzen  von  je  1 ccm  und  5 ccm  Inhalt  vorhanden  sind. 
Allen  andern  sind  die  allerdings  teuern  Spritzen  mit 
eingeschliffenem  Metallkolben  vorzuziehen.  Demnächst 
empfehlen  sich  die  Luersschen  Spritzen  mit  einge- 
schliffenem Glaskolben,  jedoch  sind  dieselben  zerbrech- 
lich. Die  Spritzen  mit  Asbest-  und  Gummistempel  nutzen 
sich  schnell  ab. 

Für  einzelne  Versuche  sind  die  Koch  sehen  Spritzen 
sehr  zweckmäßig  (Inhalt  5 ccm). 

Injektionsnadeln  müssen  in  verschiedener  Stärke 
für  intravenöse,  resp.  intraperitoneale  Injektion  vor- 
handen sein. 

II.  Aufbewahrung  und  Beobachtung  der  Tiere. 

Tiere,  welche  Giftinjektionen  erhalten  haben  oder 
sonst  zur  Immunisierung  benutzt  werden,  sind  meist 
sehr  empfindlich  gegen  schädliche  äußere  Einflüsse. 
Sie  müssen  daher  in  warmen,  gleichmäßig  temperierten 
Räumen  aufbewahrt  werden.  Vor  allem  ist  dafür  Sorge 
zu  tragen,  daß  sie  nicht  durch  den  eigenen  Harn  durch- 
näßt werden.  Zu  diesem  Zwecke  sind  Käfige  mit 
doppeltem  Boden  zu  benutzen,  deren  obere  Lage  durch- 
lässig ist.  Außerdem  ist  für  häufigere  Reinigung  des 
Käfigs  zu  sorgen. 

Bei  größeren  Versuchsreihen  müssen  die  Tiere  in 
leicht  kenntlicher  Weise  gezeichnet  werden,  was  am 
einfachsten  durch  Färben  verschiedener  Körperteile  mit 
Anilinfarben  geschieht.  Außerdem  können  die  Käfige 
noch  durch  besondere  Zeichen  unterschieden  werden. 

Die  zu  beobachtenden  Symptome  richten  sich  nach 
dem  Eingriff.  Stets  soll  aber  das  Gewicht  kontrolliert 
werden.  Sehr  zweckmäßig  sind  hierfür  besondere  Tier- 
wagen, deren  eine  Schale  die  Form  eines  Korbes 
besitzt.  Kleinere  Tiere,  z.  B.  Mäuse,  kann  man  auch 
in  tarierten  Büchsen  wiegen. 
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III.  Die  Technik  der  Blutentnahme. 

a)  Entnahme  aus  der  Ohrvene.  Bei  einem  lang- 
ohrigen  Kaninchen  wird  nach  Entfernung  der  Haare 
mittels  der  Schere  in  die  Randvene  des  Ohres  mit 
einem  scharfen  Messer  ein  Längsschnitt  gemacht.  Es 
empfiehlt  sich,  möglichst  distalwärts  zu  beginnen,  da 
dann  dieselbe  Vene  öfters  benutzt  werden  kann.  Um 
das  Fließen  des  Blutes  zu  beschleunigen,  wird  die  Vene 
zentralwärts  durch  eine  kleine  Arterienklemme  ver- 
schlossen. Meist  ist  es  nötig,  durch  Reiben  des  Ohrs 
eine  stärkere  Füllung  zu  erzielen.  Eine  sehr  starke 
Hyperämie  erreicht  man  durch  Abreiben  des  Ohrs 
mit  Xylol  (besser  als  Alkohol  und  Äther!).  Nach  der 
Blutentnahme  wird  die  Wunde  durch  die  Klemmpinzette 
verschlossen. 

Zur  sterilen  Blutentnahme  genügt  es,  das  Ohr 
kräftig  durch  Alkohol  zu  säubern  und  dafür  zu  sorgen, 
daß  das  Blut  möglichst  direkt,  ohne  über  die  Haut 
zu  laufen,  abtropft. 

b)  Entnahme  aus  der  Carotis.  Dies  Verfahren 
ist  bei  Kaninchen,  Meerschweinchen,  Hunden  anwend- 
bar und  dann  zu  empfehlen,  wenn  große  Blutmengen 
schnell  oder  peinlich  steril  entnommen  werden  sollen. 

Dem  auf  dem  Operationsbrett  fixierten  Tier  werden 
an  der  Vorderseite  des  Halses  die  Haare  entfernt 
und  die  Haut  mit  Alkohol  abgerieben.  Alsdann  wird 
in  der  Mittellinie  über  der  Trachea  die  Haut  mittels 
sterilen  Skalpells  durch  einen  4 — 5 cm  langen  Schnitt 
durchtrennt  und  stumpf  zurückpräpariert.  Dicht  neben 
der  Trachea  findet  man  alsdann  die  Carotis.  Nach 
stumpfer  Trennung  von  dem  daneben  verlaufenden 
N.  Vagus  wird  das  Gefäß  peripher  unterbunden  und 
zentral  nach  Anlegung  einer  Schlinge  durch  eine 
Arterienklemme  verschlossen.  Nachdem  das  Gefäß 
zwischen  Ligatur  und  Klemme  mit  der  Schere  durch- 
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schnitten  ist,  wird  der  zentrale  Stumpf  mit  einer  aus- 


geglühten Nadel,  die  flach  durch  die  Adventitia  ge- 
stoßen wird,  fixiert  und  die  Klemme  geöffnet.  Das 
ausspritzende  Blut  wird  in  einem  sterilen  Kölbchen  auf- 
gefangen, wobei  man  jedoch  am  besten  die  erste, 
bisweilen  bakteriell  verunreinigte  Portion  vorbeispritzen 
läßt.  Nach  der  Blutentnahme  Zuziehen  der  zentralen 
Schlinge,  Schließung  der  Hautwunde  durch  Naht. 

c)  Entnahme  aus  dem  Herzen.  Siehe  auch 
intrakardiale  Injektion  (S.  35).  Nach  Einstoßen  einer 
nicht  zu  engen  Kanüle  wird  eine  5 — 10  ccm-Spritze 
aufgesetzt  und  das  Blut  direkt  aspiriert.  Bei  rich- 
tiger Ausführung  vertragen  Meerschweinchen  diesen 


Eingriff  ohne  Schaden. 

d)  Entnahme  aus  der  V.  jugularis  externa. 
Bei  größeren  Tieren  (Ziege,  Hund,  Pferd)  wird  nach  Ent- 
fernung der  Haare  und  Reinigung  der  Haut  mit  Alkohol 
die  V.  jugularis  durch  Kompression  mit  dem  Daumen 
oder  Umschnüren  des  Halses  gestaut  und  mit  einer 
starken  Punktionsnadel  oder  Troikart  angestochen. 

Man  kann  auch  bei  Schlachttieren  das  beim  Durch- 
schneiden der  Halsgefäße  ausströmende  Blut  direkt 
in  sterilen  Gefäßen  auf  fangen;  doch  ist  hier  eine  Bei- 
mengung von  Keimen  nicht  immer  sicher  zu  vermeiden. 

e)  Weitere  Behandlung  des  Blutes.  Will  man 
das  Vollblut  oder  die  Blutkörperchen  allein  benutzen,  so 
muß  das  Blut  sofort  nach  der  Entnahme  defibriniert 
werden.  Dies  geschieht  entweder  durch  Schütteln  mit 
Glasperlen  oder  Schlagen  mit  einem  Glasstab.  Nach 
Ehrlich  kann  man  auch  5 ccm  Blut  in  95 ccm  einer 
physiologischen  Kochsalzlösung,  die  0,5  Proz.  Natrium- 
citrat enthält,  auffangen,  wodurch  die  Blutgerinnung 
verhindert  wird. 

Das  Serum  kann  man  durch  Zentrifugieren  des 
defibrinierten  Blutes  gewinnen.  Da  bei  vielen  Blut- 
arten sich  jedoch  die  Blutkörperchen  schlecht  absetzen 
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(z.  B.  Rind,  Ziege),  so  ist  es  besser,  das  Blut  der 
spontanen  Gerinnung  zu  überlassen.  Der  Blutkuchen 
muß  dann  von  der  Glaswand  gelockert  werden  und  preßt 
im  Laufe  von  20  h.  im  Eisschrank  das  Serum  aus.  Das 
Gefäß  wird  am  besten  in  die  Lage  gebracht,  bei  der 
das  Blut  eine  möglichst  große  Oberfläche  besitzt. 

Braucht  man  das  Serum  sehr  schnell,  so  kann 
man  auch  sofort  das  frisch  gewonnene  Blut  zentri- 
fugieren. Die  Ausbeute  an  Serum  ist  ebenfalls  je 
nach  der  Tierart  verschieden. 

Anhang:  Methoden  der  Blutentnahme  beim  Menschen. 

1.  Venaepunctio. 

2.  Schröpfkopf. 

3.  Schröpfkopf  mit  Saugen.  Der  Schröpfkopf 
ist  an  der  der  Öffnung  gegenüberliegenden  Seite  mit 
einem  U förmig  gebogenen  Ansatzstück  versehen, 
welches  mit  einer  Wasserstrahlsaugpumpe  verbunden 
werden  kann.  Die  Blutentnahme  ist  eine  reichlichere. 

4.  Methode  von  Pröscher.  Nach  Reinigung 

der  Haut  mit  Alkohol  und  Äther  wird  an  der 
Außenkante  des  Ohrläppchens  ein  1 cm  langer 

Schnitt  angelegt.  Das  Blut  wird  in  U förmigen 
Kapillaren  am  unteren  Winkel  des  Schnittes  angesaugt 
und  in  diesen  zentrifugiert.  An  der  Grenzfläche  zwischen 
Blutkuchen  und  Serum  wird  die  Kapillare  mit  einem 
Glasmesser  durchtrennt  und  das  Serum  durch  Ka- 
pillarität in  eine  1 ccm-Pinzette  mit  Vioo  Teilung 
hinübergesaugt.  Auf  diese  Weise  wird  das  Serum,  auch 
bei  sehr  kleinen  Mengen,  quantitativ  gemessen. 

5.  Entnahme  des  Blutes  nach  Wright.  Ein 
etwa  0,5  cc.  weites  Glasrohr  ward  an  einer  Seite 
zu  einer  feinen  Kapillare  ausgezogen.  Das  andere 
Ende  wird  während  des  Ausziehens  in  einem  Winkel  von 
45°  gegen  das.  Rohr  geneigt.  Die  Länge  des  Mittel- 
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Stücks  beträgt  etwa  2—3  cm.  Der  krumme  Schenkel 
wird  durch  Abbrechen  geöffnet,  während  der  gerade 
geschlossen  bleibt  (s.  Figur  5). 

Nunmehr  wird  der  Finger  des  Patienten,  an  der 
Basis  beginnend,  umschnürt  und  in  das  stark  mit  Blut 
gefüllte  Glied  ein  Stich  mit  der  Spitze  des  geraden 
Schenkels  gemacht.  Diese  wird  sofort  abgebrochen 
und  nunmehr  durch  Ansetzen  des  gebogenen  Schenkels 
das  Blut  eingesaugt.  Ist  die  Blutentnahme  beendet. 


Figur  5. 


so  wird  der  gerade  Schenkel  über  der  Sparflamme 
leicht  erw:ärmt  und  am  Ende  zugeschmolzen,  wmdurch 
das  Blut  infolge  des  entstehenden  luftverdünnten 
Raumes  in  den  geraden  Schenkel  gedrückt  wird,  wms 
man  durch  leichtes  Klopfen  befördert. 

Das  Röhrchen  wird  alsdann  mittels  des  gebogenen 
Schenkels  über  den  Rand  einer  Zentrifugenhülse  ge- 
hängt und  geschleudert,  worauf  man  das  sich  ab- 
setzende Serum  nach  Abbrechen  de3  Halses  absaugen 
kann. 
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B. 


Antigene  und  Antikörper. 


1.  Hämolysine. 

I.  Allgemeine  Methodik  des  hämolytischen  Versuches. 

a)  Herstellung  der  Blutaufschwemmung. 
Das  in  der  S.  39  beschriebenen  Weise  defibrinierte 
Blut  wird  in  ein  größeres  Zentrifugenglas  gegossen 
und  das  Niveau  außen  durch  einen  Fettstift  be- 
zeichnet. Dann  wird  mit  dem  mehrfachen  Volum 
einer  isotonischen  (0,85  proz.)  Kochsalzlösung  verdünnt 
und  zentrifugiert.  Die  völlig  klare,  bisweilen  etwas 
rötliche  Flüssigkeit  wird  abgegossen  oder  vorsichtig 
abgesaugt.  Bei  kleineren  Flüssigkeitsmengen  wird  dazu 
eine  an  einer  Seite  zu  einer  Kapillare  ausgezogene,  an 
der  anderen  Seite  mit  Gummikappe  versehene  Glasröhre 
benutzt.  Für  größere  Mengen  bedient  man  sich  einer 
Pipette,  die  mit  einem  längeren  Gummischlauch  mit 
Mundstück  zum  Saugen  versehen  ist.  Auch  mit  einer 
Injektionsspritze  kann  die  Flüssigkeit  abgesaugt 
werden.  Vor  allem  ist  darauf  zu  achten,  daß  bei 
dieser  Prozedur  keine  Flüssigkeit  zurückläuft,  da  sonst 
der  Bodensatz  wieder  aufgewirbelt  wird.  Das  Blut- 
körperchensediment wird  nun  wieder  mit  dem  gleichen 
Volum  Kochsalzlösung  durchgeschüttelt  und  nochmals 
zentrifugiert*).  Schließlich  wird  die  Flüssigkeit  mit 
Kochsalzlösung  bis  zu  der  Marke  aufgefüllt,  so  daß 
man  nunmehr  die  gereinigten  Blutkörperchen  in  dem 
ursprünglichen  Blutvolum  hat.  Von  dieser  Stammlösung 
wird  für  den  hämolytischen  Versuch  eine  oproz.  Auf- 
schwemmung hergestellt. 


*)  Anmerkung.  Bei  einzelnen  Untersuchungen  kann 
es  notwendig  werden,  das  Waschen  noch  öfter  zu  wieder- 
holen. Für  die  meisten  Versuche  genügt  aber  das  hier 
angegebene  Verfahren. 


I Hi® 


;0ly®>e’ 


:ti 


etrotfl 


■ Jlj  WP’* 

ijise 


0,85  p1 


ss«  * **•  * : 


ei 


H Ajfttf abrtsg  “es  iiline 


teer  als  in 


fjt|  2 K1B® 

h firl  äahur  aa  bst»  4» 1 
a n;  verpack  afberahrt.  Kaninchen 
iffi  m auf  tose  Weise  l 


Uaa*  Hofe,  Meeraehweinchen-  w 


äisi  hm  seist  weniger  reisten 
& Flüssigkeit  auch  bei 
® Pr«  rot,  so  ist  k Eint  mb 


c du! 


r'-i, 


»im 


‘ ' & 


$ 


I.  Hämolysine. 


43 


Für  Hundeblut  ist  nach  Morgenroth  eine 0,95 proz. 
Kochsalzlösung  als  Wasch-  und  Verdiinnungsflüssigkeit 
geeigneter,  da  diese  Blutart  in  0,85  proz.  Kochsalz- 
lösung Neigung  zur  Hämolyse  zeigt.  In  besonderen 
Fällen  muß  statt  der  Kochsalzlösung  eine  isotonische 
(10  proz.)  Rohrzuckerlösung  benutzt  werden. 

b)  Aufbewahrung  des  Blutes.  Das  Blut  hält 
sich  in  seinem  Serum  besser  als  in  Kochsalzlösung. 
Es  wird  daher  am  besten  das  defibrinierte  Blut  direkt 
in  Eis  verpackt  aufbewahrt.  Kaninchen-,  Rinder-  und 
Pferdeblut  kann  man  auf  diese  Weise  5 — 6 Tage  auf- 
bewahren. Hunde-,  Meerschweinchen-  und  Hammelblut 
sind  hingegen  meist  weniger  resistent.  Färbt  sich 
beim  Waschen  die  Flüssigkeit  auch  bei  Wiederholung 
der  Prozedur  rot,  so  ist  das  Blut  unbrauchbar. 

2.  Einfache  Hämolysine. 

Die  einfachen  Hämolysine  sind  Toxine  und  sind 
daher  im  theoretischen  Teil  bei  diesen  besprochen 
worden.  Die  Methoden  zu  ihrer  Untersuchung  sollen 
jedoch  zusammen  mit  denen  der  übrigen  Hämolysine 
behandelt  werden,  zumal  sich  die  Bestimmung  irgend- 
einer beliebigen  hämolytisch  wirkenden  Substanz  ganz  in 
der  gleichen  Weise  gestalten  würde.  Einige  Anweisungen 
über  Herstellung  und  Wirkungsweise  der  Hämotoxine 
im  speziellen  werden  S.  123  gegeben. 

1.  Quantitative  Bestimmung  eines  Hämolysins. 

a)  Prinzip  der  Methode.  Die  quantitative  Be- 
stimmung einer  hämolytischen  Substanz  ist  ein 
typisches  Beispiel  für  eine  in  der  Immunitätslehre 
sehr  oft  angewandte  Methode,  nämlich  die  Messung  eines 
Stoffes  durch  quantitative  Beobachtung  seiner  bio- 
logischen Eigenschaften  im  Reagenzglas.  Um  Wieder- 
holungen zu  vermeiden,  sei  daher  die  Art  des  Vor- 
gehens hier  ausführlich  wiedergegeben. 
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Die  Menge  der  Substanz  wird  bei  dieser  Methode 
nicht  in  Gewichtsteilen  angegeben,  sondern  durch  die 
Zahl  der  in  1 ccm  enthaltenen  biologisch  wirksamen 
Dosen.  Die  biologische  Wirkung  der  Hämolysine  be- 
steht nun  darin,  daß  sie  das  Blut  lackfarben  machen. 
Wenden  wir  wenig  von  der  Substanz  an,  so  wird  nur 
ein  Teil  der  Blutkörperchen  gelöst.  Nach  Beendigung 
des  Versuches  erkennt  man  dies  daran,  daß  nach  dem 
Absetzen  der  ungelösten  Blutkörperchen  die  oben- 
stehende Flüssigkeit  leicht  rötlich  verfärbt  ist.  Die 
geringste  Hämolysinmenge,  welche  die3  erreicht,  wird 
als  dosis  minima  efficax  bezeichnet.  Steigt  man  nun 
mit  der  Hämolysinmenge,  so  wird  die  obenstehende 
Flüssigkeit  immer  stärker  rot  gefärbt,  während  gleich- 
zeitig die  Menge  des  Bodensatzes  abnimmt.  Man 
beurteilt  dann  das  Resultat  entweder  nach  der  Färbung 
der  Flüssigkeit  — Spur  Hämolyse,  wenig,  mäßige, 
starke,  sehr  starke,  komplette  Hämolyse  — oder  nach 
der  Menge  des  Sedimentes  — starke,  mäßige,  kleine 
Kuppe,  Spur  Bodensatz.  — Bei  koTnpletter  Hämolyse 
setzen  sich  intakte  Blutkörperchen  nicht  mehr  zu  Boden, 
dagegen  bei  den  meisten  Hämolysinen  ein  farbloser 
sehr  feiner  Bodensatz,  der  aus  den  hämoglobinfreien 
Stromaten  besteht.  Bei  einzelnen  Hämolysinen  kommt 
es  aber  auch  zu  einer  — wahrscheinlich  fermentativen 
— Auflösung  der  Stromata. 

Geht  man  nun  mit  der  Menge  des  Hämolysins 
über  die  komplett  lösende  Dosis  hinaus,  so  ist  an 
dem  Endresultat  eine  Änderung  nicht  mehr  wahrzu- 
nehmen, nur  tritt  die  Lösung  gewöhnlich  schneller  ein. 
Um  nun  auch  in  einer  derartig  stark  hämolytischen 
Flüssigkeit  die  Menge  der  hämolytisch  wirksamen 
Substanz  zu  bestimmen,  muß  man  die  Lösung  so  stark 
verdünnen,  daß  man  an  die  Grenze  ihrer  Wirksamkeit 
kommt.  Würden  wir  z.  B.  feststellen,  daß  von  der  zu 
prüfenden  Lösung  0,01  ccm  eine  bestimmte  Blutmenge 
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noch  komplett  löst,  während  0,0075  ccm  unwirksam 
sind,  so  sind  in  1 ccm  100  komplett  lösende  Dosen 
enthalten,  oder  man  sagt  auch  einfach:  die  Lösung 
hat  den  Titer  0,01  ccm. 

b)  Technik  nach  Ehrlich  und  seinen  Mit- 
arbeitern. Um  sich  über  die  hämolytische  Kraft  eines 
Stoffes  zunächst  im  Groben  zu  orientieren,  richtet  man 
die  Verdünnungen  so  ein,  daß  jedes  Röhrchen  etwa  halb 
so  viel  Substanz  enthält  wie  das  vorhergehende.  Zu 
diesem  Zweck  füllt  man  in  alle  Gläschen  mit  Ausnahme 
des  ersten  je  1 ccm  Kochsalzlösung.  Dann  wird  je  1 ccm 
der  Lösung  des  Hämolysins  in  das  erste  und  zweite 
Röhrchen  gefüllt.  Man  bläst  durch  die  Pipette  Luft 
in  das  zweite  Röhrchen,  um  gut  durchzumischen,  nimmt 
1 ccm  der  Mischung  heraus,  bläst  ihn  in  das  dritte 
Röhrchen  aus,  mischt  usf.  Man  hat  dann  folgende 
Reihe: 

1 . 0,5 . 0,25 . 0,125 . 0,0625 . 0,03125  usw. 

In  jedes  Röhrchen  kommt  dann  noch  1 ccm  der 
5proz.  Blutaufschwemmung,  welche  in  der  Weise  her- 
gestellt wird,  daß  5 ccm  der  Blutkörperchenaufschwem- 
mung mit  95  ccm  Kochsalzlösung  gemischt  werden. 

Auch  wenn  eine  feinere  Einstellung  nötig  ist,  soll 
jedes  Röhrchen  möglichst  einen  gleichen  Bruchteil  des 
vorhergehenden  enthalten.  Man  mißt  z.  B.  zunächst 
folgende  Mengen  ab: 

1 . 0,65 . 0,5 . 0,35 . 0,25 . 0,15, 

stellt  dann  eine  Verdünnung  1 : 10  (d.  i.  1 ccm  + 9 ccm 
Kochsalzlösung)  her  und  erhält  durch  Abmessung  der 
gleichen  Quantitäten  die  Mengen: 

0,1 . 0,065 . 0,05 . 0,035 . 0,025 . 0,015. 

Sodann  wird  die  letzte  Verdünnung  wieder  im  Ver- 
hältnis (1 : 10)  verdünnt,  worauf  man  bei  Abmessung 


« 


46 


B.  Antigene  und  Antikörper. 


wiederum  der  gleichen  Volumina  die  folgende  Reihe 
erhält: 


0,01 . 0,0065 . 0,005 . 0,0035 . 0,0025 . 0,0015. 


Nach  Einfüllung  dieser  Mengen  wird  zunächst  in 
allen  Röhrchen  das  Volum  auf  1 ccm  ergänzt  und 
dann  je  1 ccm  der  5proz.  Blutaufschwemmung  zu- 
gesetzt. Diese  Reihenfolge  der  Zusätze  muß  inne- 
gehalten werden.  Setzt  man  das  Lysin  dem  Blut  hinzu 
und  erfolgt  die  Hämolyse  sehr  rasch,  so  kann  das  Lysin 
zur  Auflösung  der  obersten  Blutschichten,  mit  denen 
es  in  Berührung  kommt,  verbraucht  werden,  und  man 
findet  eine  zu  schwache  Hämolyse. 

Außerordentlich  wichtig  ist  es  ferner,  stets  ein 
Kontrollröhrchen  anzusetzen,  welches  nur  Blut  und 
Kochsalzlösung  enthält,  um  sicher  zu  sein,  daß  das 
Blut  keine  spontane  Hämolyse  zeigt. 

Die  Röhrchen  kommen  dann  für  2 Stunden  in 
den  Brutschrank  bei  37°  und  müssen  von  Zeit  zu  Zeit 
geschüttelt  werden,  besonders  dann,  wenn  das  Hämo- 
lysin die  Eigenschaft  besitzt,  die  Blutkörperchen  gleich- 
zeitig zu  verklumpen  (Agglutination).  Nach  einem 
weiteren  20stündigen  Aufenthalt  im  Eisschrank  wird 
das  Resultat  dann  abgelesen. 

Nach  dieser  Zeit  haben  sich  dann  die  ungelösten 
Blutkörperchen  zu  Boden  gesetzt,  und  man  kann  aus 
der  Färbung  der  überstehenden  Flüssigkeit,  resp.  der 
Größe  der  Sedimente  den  Grad  der  eingetretenen  Hämo- 
lyse in  der  vorher  angegebenen  Weise  beurteilen.  Diese 
Methode  reicht  für  weitaus  die  meisten  Aufgaben  aus. 

Der  Versuch  wird  am  besten  in  Reagenzgläsern 
von  etwa  10  cm  Länge  und  0,5  cm  Weite  aus- 
geführt. Diese  Röhrchen  werden  der  Reihe  nach 
in  ein  Gestell  gebracht,  das  Einfüllen  der  Lösungen 
erfolgt  mit  Pipetten  von  verschiedener  Größe:  10  ccm 
Inhalt  mit  Einteilung  in  100  Teile  und  1 ccm  Inhalt, 
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ebenfalls  in  100  Teile  geteilt.  Die  Pipetten  sollen 
zum  Ausblasen  eingerichtet  sein.  Sterilität  ist  bei 
den  gewöhnlichen  hämolytischen  V ersuchen  nicht  er- 
forderlich. Es  genügt,  wenn  alle  Utensilien  gut  ge- 
säubert sind. 

Beim  Pipettieren  sind  einige  Handgriffe  zu  be- 
achten. Anfänger  begehen  häufig  den  Fehler,  die 
äußerste  Spitze  des  Fingers  zu  benutzen.  Das  empfiehlt 
sich  nicht,  weil  dort  die  Haut  meist  infolge  von  Ver- 
hornung sehr  hart  ist.  Am  besten  pipettiert  man  mit 
dem  proximalen  Teil  des  Endgliedes  de3  Zeigefingers. 
Um  übereinstimmende  Resultate  zu  erhalten,  gibt  man 
der  Pipette  stets  die  gleiche  Neigung  (etwa  45°  gegen 
die  Senkrechte)  und  läßt  die  Flüssigkeit  am  Rand  des 
Glases  herabfließen. 

c)  Technik  nach  Madsen.  In  einzelnen  Fällen, 
vor  allem  bei  quantitativen  physikalisch-chemischen 
Untersuchungen,  kann  es  notwendig  sein,  den  Grad 
der  eingetretenen  Hämolyse,  d.  h.  die  Menge  der  auf- 
gelösten Blutkörperchen,  nicht  nur  schätzungsweise, 
sondern  in  einem  bestimmten  Maß  anzugeben.  Dies 
geschieht  durch  kolorimetrische  Bestimmung  der  in 
Lösung  gegangenen  Hämoglobinmenge.  Zu  diesem  Zweck 
benutzt  man  etwas  größere  Blutmengen:  9 ccm  einer 
lproz.  Blutaufschwemmung,  der  1 ccm  der  Hämo- 
lysinverdünnung zugesetzt  wird.  Der  Hämoglobingehalt 
eines  total  gelösten  Röhrcheninhaltes  entspricht  dann 
einer  Lösung,  die  durch  Auflösen  von  1 ccm  Blut  in 
111  ccm  Aq.  destill.  entsteht.  Von  dieser  Stammlösung 
kann  man  sich  durch  Verdünnen  Lösungen  von  90, 
80,  70,  60  usw.  Proz.  Hämoglobingehalt  herstellen 
und  nun  bestimmen,  mit  welchem  dieser  Kontroll- 
röhrchen  die  über  den  Blutsedimenten  stehende  Flüssig- 
keit in  der  Farbe  übereinstimmt.  Es  gelingt  auf  diese 
Weise  nach  Madsen,  noch  Unterschiede  im  Hämoglobin- 
gehalt von  10  Proz.  zu  schätzen.  Sollen  nun  zwei  Lysin- 
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lösungen  in  bezug  auf  ihre  Wirksamkeit  verglichen 
werden,  so  setzt  man  von  beiden  Reihen  an,  in  denen 
man  von  Röhrchen  zu  Röhrchen  etwa  um  20  Proz.  der 
angewandten  Lysinmenge  fällt.  Man  hält  dann  die 
Röhrchen  2 Stunden  bei  37°,  schüttelt  kräftig  um  und 
läßt  in  der  Kälte  absetzen.  Nun  wird  an  der  Hand 
der  Standardlösungen  in  jedem  Röhrchen  der  Hämo- 
globingehalt bestimmt.  Diejenigen  Röhrchen,  welche 
gleiche  Hämoglobinmengen  in  Lösung  halten,  besitzen 
auch  den  gleichen  Lysingehalt.  Das  Verhältnis  der 
angewandten  Lysinmenge  muß  daher  in  beiden  Reihen 
in  den  Röhrchen  mit  gleichen!  Hämoglobingehalt  stets 
dasselbe  sein.  Hingegen  braucht  nach  Arrhenius 
und  Madsen  keine  Proportionalität  zwischen  dem  Lysin- 
gehalt und  dem  Grad  der  Hämolyse  zu  bestehen. 


Substanzen,  welche  sich  zur  Einübung  der  Technik 
eignen,  sind  z.  B.  das  Saponin,  Solanin,  Digitoxin,  das 
Natrium  oleinicum  u.  a.,  von  denen  man  sich  für  die 
Versuche  lproz.  Lösungen  herstellen  kann.  Die  Hämo- 
toxine werden  bei  dem  Kapitel  Toxine  behandelt 
(s.  S.  123). 

2.  Quantitative  Bestimmung  eines  Antilysins. 

Bei  den  Hämotoxinen  wird  es  sich  meist  um  die 
immunisatorisch  hergestellten  Antitoxine  handeln.  In 
gleicher  Weise  aber  würde  zu  verfahren  sein,  wenn 
z.  B.  die  hemmende  Wirkung  des  Cholestearins  gegen- 
über dem  Solanin  zu  bestimmen  wäre. 

Das  Prinzip  besteht  darin,  daß  die  kleinste  Anti- 
lysinmenge bestimmt  wird,  welche  eine  gegebene  Toxin- 
menge noch  an  der  Hämolyse  verhindert.  Nachdem 
zunächst  das  Toxin  nach  der  Ehrlichschen  Methode 
austitriert  worden  ist,  werden  abfallende  Mengen  des 
Antilysins  in  Röhrchen  gefüllt  und  überall  die  gerade 
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komplett  lösende  Dosis  des  Toxins  hinzugefügt.  Es 
wird  also  z.  B.  von  dem  Antilysin  die  Reihe: 


1 _ o,65  — 0,5  — 0,35  — 0,25  — 0.15  — 0,1  — 

0,065  — 0,05  — 0,035  — 0,025  — 0,015  — 0,  01 

angesetzt,  das  Volum  überall  auf  1 ccm  gebracht, 
dann  das  Toxin  so  verdünnt,  daß  die  komplett  lösende 
Dosis  gerade  in  1 ccm  enthalten  ist,  und  davon  je 
1 ccm  eingefüllt.  Als  Kontrollen  müssen  angesetzt 
werden: 

1.  die  komplett  lösende  Toxindosis  -f-  2 ccm  Koch- 
salzlösung; 

2.  die  gleiche  Reihe,  die  vom  Antilysin  angesetzt 
worden  ist,  mit  dem  Serum  der  Tierart,  von 
der  das  Antiserum  stammt. 

Das  Antiserum  muß  l/a  Stunde  bei  56°  inaktiviert 
werden,  weil  es  sonst  an  sich  hämolytisch  auf  die 
Blutkörperchen  wirken  kann. 

Man  läßt  nun  das  Toxin-Antitoxingemisch  1 Stunde 
bei  37°  stehen  und  fügt  dann  überall  1 ccm  Sproz. 
Blutaufschwemmung  (beim  Staphylolysin  am  besten 
Kaninchenblut)  hinzu.  Das  Blut  muß  bei  diesen  Ver- 
suchen unbedingt  zur  Entfernung  des  Serums  ge- 
waschen werden,  weil  viele  Sera  einen  nicht  unbe- 
trächtlichen Gehalt  an  normalem  Antitoxin  aufweisen, 
der  dann  das  Versuchsresultat  störend  beeinflussen 
kann. 

Nach  dem  Blutzusatz  kommen  dann  die  Gestelle 
für  2 Stunden  in  den  Brutschrank  von  37°,  über 
Nacht  in  den  Eisschrank.  Das  Resultat  wird  am 
folgenden  Tage  notiert.  Als  hemmende  Dosis  wird  die- 
jenige betrachtet,  welche  die  Hämolyse  vollständig 
verhindert.  Bei  den  meisten  Giften  ist  die  Zone  zwischen 
kompletter  Hämolyse  und  vollständiger  Hemmung  der 
Hämolyse  bei  Antitoxinversuchen  sehr  lang  gestreckt. 

Friede  in  an  n,  Immunitätslehre.  4 
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3.  Die  Serumhämolysine. 


I.  Die  immunisatorisch  erzeugten  Hämolysine. 


a)  Gewinnung  hämolytischer  Sera.  Um 
einen  hämolytischen  Versuch  auszuführen,  braucht  man 
zunächst  ein  Immunserum.  Bei  Kaninchen  gelangt  man 
am  schnellsten  zum  Ziel,  wenn  man  etwa  3 — 5 ccm 
des  gewaschenen,  nicht  verdünnten  Blutes  in  die  Ohr- 
vene injiziert.  Nach  6 Tagen  hat  das  Blut  meist  einen 
Titer  von  ungefähr  0,01  ccm.  Will  man  stärkere  Hämo- 
lysine haben,  so  macht  man  nach  dieser  Zeit  eine 
zweite  intravenöse  Injektion  der  gleichen  Blutmenge. 
Bei  weiteren  Wiederholungen,  die  in  Zwischenräumen 
von  8 Tagen  erfolgen  können,  ist  jedoch  die  intra- 
venöse Injektion  zu  vermeiden,  da  die  Tiere  häufig 
infolge  von  Überempfindlichkeit  eingehen.  Die  sub- 
kutane Injektion  von  zelligem  Material  führt  beim 
Kaninchen  meist  zu  sehr  schwer  heilenden  Abszessen, 
so  daß  die  intraperitoneale  Injektion  vorzuziehen  ist. 
Die  Giftigkeit  der  einzelnen  Blutarten  ist  jedoch  eine 
sehr  ungleiche,  und  um  Tierverluste  zu  vermeiden, 
muß  man  bisweilen  gleich  mit  der  intraperitonealen 
Injektion  beginnen  oder  aber  die  zweite  Injektion  be- 
reits intraperitoneal  ausführen.  Nach  Gottlieb  und 
Le f mann  sind  bei  intravenöser  Injektion  für  Ka- 
ninchen Hammel-,  Schweine-  und  Menschenblut  giftiger 
als  Rinder-  und  Hundeblut. 

Ziegen  werden  am  besten  intraperitoneal,  Hunde 
subkutan  oder  intraperitoneal  injiziert.  Vögel  erhalten 
die  Injektion  in  den  Brustmuskel  oder  in  die  Bauch- 
höhle. Die  Blutentnahme  erfolgt  etwa  8 Tage  nach 
der  letzten  Injektion.  Der  Titer  des  Serums  hält  sich 
im  Organismus  etwa  14  Tage  nach  der  letzten  In- 
jektion ziemlich  konstant  und  sinkt  dann  allmählich  ab. 
Über  die  Methoden  der  Blutentnahme  s.  S.  38. 
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b)  Aufbewahrung  der  Immunsera.  Die  Sera 
können  zunächst  im  frischen  Zustand  austitriert  werden, 
da  sie  dann  noch  Komplement  enthalten.  Meist  ist 
man  aber  gezwungen,  die  Sera  zunächst  längere  Zeit 
aufzubewahren.  Zweckmäßig  werden  sie  vorher  durch 
Erwärmen  inaktiviert  (s.  u.),  womit  zugleich  eine 
Sterilisierung  herbeigeführt  wird.  Man  kann  jedoch 
auch  zur  Konservierung  0,5  Proz.  Karbol  hinzufügen 
und  das  Serum  im  Eisschrank  aufheben.  Die  hämo- 
lytischen Ambozeptoren  sind  sehr  gut  haltbar. 

c)  Methoden  der  Inaktivierung.  «)  Durch 
Erwärmen:  Die  meisten  Sera  können  durch  Vastün- 
diges  Erwärmen  auf  56"  inaktiviert  werden.  Bei  ein- 
zelnen Seris  liegt  jedoch  die  Inaktivierungstemperatur 
tiefer  und  muß  auch  innegehalten  werden,  weil  bei 
56°  auch  der  Ambozeptor  nicht  intakt  bleibt.  Die 
Inaktivierungstemperatur  für  Hammel-  und  Hundeserum 
liegt  bei  50°,  für  Menschenserum  bei  51°.  Vereinzelt 
kommen  auch  stabilere  Komplemente  vor  (Ziegen- 
serum 65°). 

ß)  Durch  Hefe  (v.  Düngern):  5 ccm  Serum 

werden  mit  0,2  g trockenem  Hefepulver  in  einer  Reib- 
schale verrieben  (Serum  langsam  zusetzen!).  Mischung 
2 Stunden  unter  wiederholtem  Umschütteln  im  Brut- 
schrank belassen.  Zentrifugieren.  Das  Hefepulver  kann 
aus  der  käuflichen  Hefe  nach  Entfernung  der  alkohol- 
löslichen Stoffe  und  Trocknen  gewonnen  werden. 

Die  Methode  kommt  dann  in  Anwendung,  wenn  un- 
erwünschte Nebenwirkungen  der  Erwärmung  vermieden 
werden  sollen. 

y)  Die  Inaktivierung  durch  Papayotin  und  durch 
Ansäuern  spielen  praktisch  eine  geringere  Rolle.  Ich 
begnüge  mich  daher  mit  dem  Hinweis  darauf. 

d)  Die  Reaktivierung  der  Sera.  Nach  der  In- 
aktivierung des  Serums  ist  nun  aber  zur  Ausführung 
des  Versuches  die  Beschaffung  eines  geeigneten  Kom- 
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plementes  notwendig.  Löst  das  normale  Serum  der 
Spezies,  welche  das  Immunserum  spendet,  das  Blut 
nicht  auf  (z.  B.  Kaninchenserum- Ochsenblut),  so  kann 
man  das  Normalserum  als  Komplement  benutzen.  Sonst 
muß  man  das  Serum  einer  anderen  Tierart  wählen. 
Pferde-,  Rinder-  und  Hammelserum  sind  im  allgemeinen 
ungeeignet,  da  sie  wenig  Komplement  enthalten  und 
dieses  sehr  labil  ist.  Ein  Serum  ist  um  so  brauch- 
barer, je  mehr  Komplement  und  je  weniger  Ambozeptor 
es  für  die  betreffende  Blutart  enthält.  Für  viele 
Fälle  empfiehlt  sich  Meerschweinchenserum. 

e)  Konservierung  der  Komplemente:  Sehr 
wichtig  ist  es,  das  Komplement,  wenigstens  einige 
Zeit,  unabgeschwächt  aufbewahren  zu  können.  Selbst 
im  Eisschrank  aufbewahrt,  schwächen  sich  nämlich  die 
Komplemente  sehr  schnell  ab  (Meerschweinchenserum 
ist  etwa  2 — 3 Tage  brauchbar).  Ehrlich  und  Morgen- 
roth  empfehlen  Abfüllen  des  Komplementes  in  kleine 
Portionen  und  Einfrieren  bei  — 10°.  Wenn  man  Auf- 
tauen vermeidet,  hält  sich  das  Komplement  wochenlang 
fast  unverändert*). 

Friedberger  empfiehlt  Zusatz  von  4 — 8 Proz. 
Kochsalz,  wodurch  sich  das  Komplement  8 — 14  Tage 
ziemlich  unverändert  hält.  Bei  den  später  vorge- 
nommenen Verdünnungen  spielt  der  Kochsalzüberschuß 
keine  Rolle. 

f)  Quantitative  Auswertung  eines  hämo- 
lytischen Serums.  Nunmehr  erfolgt  die  Ausführung 
des  eigentlichen  Versuches.  Man  kann  zunächst  eine 
Auswertung  des  frischen  Immunserums,  welches  noch 

*)  A unter kung  Die  Temperatur  von  10°  stellt  man 
am  besten  durch  eine  Kochsalz- Eismischung  her.  die  durch 
eine  schle<-ht  leitende  Masse  vor  Erwärmung  geschützt 
werden  muß.  Zu  diesem  Zweck  kann  man  das  Uefäß  in 
eine  mit  Sägemehl  gefüllte  Kiste  stellen.  Von  der  Firma 
Lautensehläger  wird  der  Apparat  „Frigo“  in  den  Handel 
gebracht. 
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Komplement  enthält,  vornehmen,  indem  man  dasselbe 
in  abfallenden  Mengen  in  Gläschen  füllt  und  jedem 
eine  konstante  Blutmenge  hinzufügt  (s.  S.  45).  Auf 
diese  Weise  läßt  sich  jedoch  der  wahre  Gehalt  des 
Serums  an  hämolytischen  Ambozeptoren  nicht  fest- 
stellen, da  bei  der  Immunisierung  sich  die  Komplemente 
ja  nicht  vermehren  und  bei  fortschreitender  Ver- 
dünnung daher  sehr  bald  Komplementmangel  eintreten 
muß.  Aus  diesem  Grunde  ist  es  nötig,  jedem  Röhrchen 
noch  eine  konstante  Menge  Komplement  zuzusetzen, 
die  so  bemessen  sein  muß,  daß  sie  an  sich  keine 
Hämolyse  herbeiführt.  Es  werden  also  zunächst  ab- 
fallende Mengen  des  inaktivierten,  komplementfreien 
Immunserums  eingefüllt,  überall  das  gleiche  Volum  her- 
gestellt und  dann  in  jedes  Röhrchen  eine  konstante 
Komplementmenge  und  die  erforderliche  Blutmenge  ein- 
gefüllt. Die  Kontrollen  haben  zu  zeigen,  daß  weder 
Immunserum  noch  Komplement  für  sich  wirksam  sind 
und  daß  das  Blut  nicht  in  der  reinen  Kochsalzlösung 
hämolytisch  wird.  Schließlich  sei  noch  bemerkt,  daß  die 
so  gefundenen  Zahlen  für  den  Ambozeptorgehalt  eines 
Serums  keine  absoluten  sind,  sondern  mit  der  Menge 
des  Komplementes  variieren.  Im  allgemeinen  wird  kom- 
plette Hämolyse  mit  um  so  kleineren  Immunserum- 
mengen erzielt,  je  größer  die  angewandte  Komplement- 
menge ist.  Im  folgenden  sei  ein  solcher  Versuch 
ausführlich  wiedergegeben: 

Als  Immunserum  diene  das  V2  Stunde  auf  56° 
erwärmte  Serum  eines  gegen  Rinderblut  immunisierten 
Kaninchens,  als  Komplement  frisches  Meerschweinchen- 
serum, als  Blutart  Rinderblut. 

Man  stelle  sich  nun  von  dem  Immunserum  zunächst 
eine  Verdünnung  1 : 10  (z.  B.  0,5  ccm  Immunserum 
+ 4,5  ccm  Kochsalzlösung)  her  und  fülle  in  eine 
Reihe  von  Reagenzröhrchen  die  Mengen: 

1 — 0,65  — 0,4  — 0,25  — 0,15  ccm 
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ein.  Sodann  verdünnt  man  die  erste  Lösung  wiederum 
im  Verhältnis  1 : 10  und  mißt  von  dieser  zweiten 
Verdünnung  (1  : 100)  die  gleichen  Mengen: 

1 — 0,65  — 0,4  — 0,25  — 0,15  ccm 

ab.  Sodann  wird  durch  Hinzufügen  von  Kochsalzlösung 
das  Volum  überall  auf  1 ccm  gebracht.  In  ein  Kontroll- 
röhrchen  I kommt  1 ccm  der  Verdünnung  1 : 10. 

Nunmehr  wird  das  Meerschweinchenserum  mit 
Kochsalzlösung  im  Verhältnis  1:20  (1  ccm  Meer- 

schweinchenserum -j-  19  ccm  Kochsalzlösung)  verdünnt 
und  in  jedes  Röhrchen  mit  Ausnahme  von  Kontroll- 
röhrchen  I 1 ccm  eingefüllt.  In  Kontrollröhrchen  I 
kommt  1 ccm  0,85  proz.  Kochsalzlösung,  in  Kontroll- 
röhrchen II  1 ccm  der  Komplementverdünnung  und 
1 öcm  Kochsalzlösung.  Alle  Röhrchen  erfahren  dann 
einen  Zusatz  von  1 ccm  5 proz.  Rinderblut.  Kontroll- 
röhrchen III  enthält  1 ccm  5 proz.  Rinderblut  -f-  2 ccm 
Kochsalzlösung.  Die  Röhrchen  werden  geschüttelt  und 
für  2 h.  in  den  Brutschrank  gestellt,  woselbst  sie 
auch  von  Zeit  zu  Zeit  geschüttelt  werden  müssen. 
Ablesung  des  Resultates  am  folgenden  Tag  nach  Auf- 
enthalt im  Eisschrank.  (Siehe  Tabelle  S.  55.) 

*])  Der  Bindungsversuch  nach  Ehrlich  und 
Morgenroth.  Der  Versuch  bezweckt,  nachzuweisen, 
daß  das  Komplement  erst  in  Wirksamkeit  treten  kann, 
nachdem  der  Ambozeptor  von  den  Blutkörperchen  ge- 
bunden worden  ist  (vergl.  theoretischen  Teil  S.  13). 
Zu  diesem  Zweck  muß  zunächst  das  hämolytische 
Immunserum  möglichst  genau  austitriert  werden. 
Der  Titer  betrage  wie  in  dem  obigen  1 ersuch 
0,01  ccm.  Nunmehr  werden  etwa  lVä  komplett 
lösende  Dosen  — in  diesem  Fall  also  0,015  ccm 
— des  inaktivierten  Serums  mit  1 ccm  5 proz.  Rinderblut 
(Gesamtvolum  2 ccm)  in  einem  Reagenzglas  gemischt 
und  1 Stunde  bei  37°  gehalten.  Dann  wird  zentri- 
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fugiert  und  Abguß  und  Sediment  durch  Abgießen  ge- 
trennt. Zu  dem  Sediment  wird  nun  0,05  ccm  Meer- 
schweinchenserum gesetzt  (Volum  2 ccm)  und  das 
Röhrchen  wiederum  in  den  Brutschrank  gebracht.  Es 
tritt  komplette  Hämolyse  ein. 

Der  Abguß  wird  nun  ebenfalls  mit  0,05  ccm  Meer- 
schweinchenserum versetzt  und  dazu  1 ccm  5proz. 
Rinderblut  gefügt.  Da  bei  diesem  Verfahren  sich  das 


Immunserum 

Meer- 

! schweinchen- 
Serum 

Kinderblut 

5°io 

o,i 

0,05 

1 

komplett 

0.065 

0,05 

1 

0,04 

0,05 

1 

0,025 

0,05 

1 

n 

0,015 

0,05 

1 

» 

0,01 

0,05 

1 

r. 

0,0065 

0.05 

1 

fast  komplett 

0,004 

0,05 

1 

starke  Hämolyse 

0,0025 

0,05 

1 

Spur 

0,0015 

0,05 

1 

0 

0.1 

— 

1 

0 



0,05 

1 

0 

— 

— 

1 

0 

Volum  aber  sehr  stark  vermehren  würde,  so  geht 
man  am  besten  in  der  Weise  vor,  daß  man  zunächst 
1 ccm  Sproz.  Rinderblut  zentrifugiert,  die  überstehende 
Kochsalzlösung  abgießt  und  nun  den  Abguß  mit  dem 
Meerschweinchenserum  hinzufügt.  Es  tritt  nunmehr 
keine  Hämolyse  ein. 

II.  Die  Hämolysine  normaler  Sera. 

Die  wichtigsten  Methoden  zum  Nachweis  der 
komplexen  Natur  der  normalen  Hämolysine  sind  die 
folgenden: 
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a)  Inaktivierung  und  Reaktivierung  durch 
das  in  einem  andern  Normalserum  enthaltene 
Komplement.  Die  Inaktivierung  wird  durch  Vs  stän- 
diges Erwärmen  auf  56°  vollzogen.  Gerade  bei  den 
Normalseris  hat  aber  das  Erwärmen  bisweilen  uner- 
wünschte Nebenwirkungen  zur  Folge,  und  man  muß 
dann  zu  einer  der  auf  Seite  51  angegebenen  Methoden 
greifen.  Die  Reaktivierung  stößt  vielfach  auf 
Schwierigkeiten.  Wegen  des  geringen  Ambozeptor- 
gehaltes der  normalen  Sera  braucht  man  auch  ziemlich 
erhebliche  Komplementmengen,  und  in  den  dazu  nötigen 
Serumdosen  wirken  viele  Normalsera  infolge  ihres  Ge- 
haltes an  normalen  Ambozeptoren  schon  an  sich  lösend 
auf  fremde  Blutarten  ein.  Es  hängt  daher  immer  vom  Zu- 
fall ab,  ob  man  als  Komplementquelle  ein  Serum  findet, 
welches  in  den  an  sich  nicht  hämolytisch  wirkenden 
Dosen  noch  genügend  Komplement  enthält.  Am  besten 
ist  es  natürlich,  wenn  man  als  Komplement  das  Serum 
derjenigen  Tierart  benutzen  kann,  von  der  auch  die 
Blutkörperchen  stammen,  weil  in  diesem  Falle  eine 
Hämolyse  durch  das  komplementspendende  Serum  aus- 
geschlossen ist.  Das  ist  nach  Morgenroth  und 
Sachs  bei  Normalseris  in  folgenden  Fällen  möglich: 


JBlutart  und  Komplement 
Meerschweinchen 
Meerschweinchen 
Ziege 
Hammel 

Meerschweinchen 

Meerschweinchen 

Meerschweinchen 

Kaninchen 

Kaninchen 

Meerschweinchen 


Ambozeptor 

Hund 

Kalb 

Kaninchen 

Kaninchen 

Hammel 

Pferd 

Rind 

Rind 

Mensch 

Kaninchen 


Bisweilen  kann  man  sich  auch  dadurch  helfen, 
daß  man  den  Ambozeptor  aus  dem  Normalserum  durch 
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Absorption  entfernt.  Diesem  Zweck  dient  die  Kälte- 
trennungsmethode. 

b)  Kältetrennungsmethode.  Das  Prinzip,  der 
Methode  beruht  auf  der  Tatsache,  daß  im  allgemeinen 
der  Ambozeptor  bei  0°  gebunden  wird,  während  die 
Komplementwirkung  erst  bei  höherer  Temperatur  ein- 
setzt. Man  behandelt  also  die  Blutkörperchen  mit  dem 
frischen  Normalserum  in  der  Kälte,  wobei  keine  Hämo- 
lyse eintritt,  und  zentrifugiert.  Das  Sediment,  in  Koch- 
salzlösung aufgeschwemmt,  löst  sich  nicht,  ebensowenig 
vermag  der  Abguß  frische  Blutkörperchen  zu  lösen. 
Wird  aber  Abguß  und  Sediment  wieder  vereinigt  und 
in  den  Brutschrank  gestellt,  so  erfolgt  Hämolyse.  Man 
hat  also  im  Abguß  eine  ambozeptorfreie  Komplement- 
lösung. Der  Versuch  gelingt  nicht  bei  allen  Kom- 
binationen. 

Ausführung.  Als  hämolytische  Kombination  eignet 
sich  das  System:  frisches  Kaninchenserum  — Hammel- 
blut. Nachdem  zunächst  der  hämolytische  Titer  des 
Kaninchenserums  festgestellt  worden  ist,  werden  Serum 
und  Blut  in  Eis  vorgekühlt.  Alsdann  kommen  in 
Röhrchen  I und  II  je  1 ccm  5proz.  Hammelblut  und 
das  etwa  IV2  fache  Multiplum  der  komplett  lösenden 
Dosis  des  Kaninchenserums.  Nach  lstündigem  Auf- 
enthalt bei  0°  (Eiskühlung)  werden  beide  Mischungen 
zentrifugiert. 

1.  Der  Abguß  von  I wird  mit  dem  Sediment  von 
1 ccm  5proz.  Hammelblut  (s.  S.  55)  versetzt. 
Keine  Hämolyse. 

2.  Das  Sediment  von  I wird  in  2 ccm  Kochsalz- 
lösung aufgeschwemmt.  — Keine  Hämolyse. 

3.  Röhrchen  II  wird  geschüttelt  und  in  den  Brut- 
schrank (37°)  gebracht.  — Totale  Hämolyse. 
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II.  Bakterienagglutination. 

I.  Allgemeines. 

A.  Herstellung  der  agglutinierenden  Sera. 

Von  einer  eintägigen  Agarkultur  wird  Material  mit 
der  Platinöse  entnommen  und  in  Bouillon  oder  Kochsalz- 
lösung verrieben.  Die  Aufschwemmung  wird  am  besten 
durch  V8  ständiges  Erwärmen  auf  56 — 60°  sterilisiert. 
Dadurch  werden  die  Gefahren  vermieden,  die  mit  der 
Ausscheidung  lebender  Bakterien  durch  den  Harn  der 
Versuchstiere  verbunden  sind.  Man  macht  dann  beim 
Kaninchen  in  Zwischenräumen  von  8 Tagen  wieder- 
holte intravenöse  oder  intraperitoneale  Einspritzungen 
und  entnimmt  das  Blut  8—10  Tage  nach  der  letzten 
Injektion.  Die  Dosierung  richtet  sich  nach  der  Giftig- 
keit der  Bakterienart;  doch  sind  im  allgemeinen  sehr 
geringe  Mengen  (etwa  1 Öse)  erforderlich.  Bei  größeren 
Tieren  (Pferd,  Ziege)  muß  man  natürlich  größere 
Mengen  anwenden  (1  Agarkultur).  Nach  Kolle  und 
Iletsch  ist  es  vorteilhaft,  bei  jeder  neuen  Injektion 
mit  der  Dosis  zu  steigen,  also  etwa  1,  2,  3, 4 Ösen  usw. 

Die  Sera  können,  mit  O.öproz.  Karbol  versetzt,  im 
Eisschrank  aufbewahrt  werden.  Die  im  Handel  zu 
beziehenden  Sera  sind  gewöhnlich  im  Vakuum  getrocknet 
und  werden  in  abgewogenen  Mengen  in  braunen  Gläschen 
abgegeben.  Zum  Gebrauch  werden  sie  mit  10  Teilen 
Aqua  destill.  versetzt,  wodurch  eine  Lösung  entsteht, 
die  dem  ursprünglichen  Serum  entspricht.  Die  Lösung 
erfolgt  aber  nur,  wenn  man  das  Trockenserum  zu- 
nächst mit  ganz  wenig  Wasser  quellen  läßt  und  dann 
den  Rest  hinzufügt. 

B.  Allgemeines  über  die  Ausführung  der 

Reaktion. 

Die  Agglutination  kann  nach  folgenden  Methoden 
beobachtet  werden: 
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a)  Mikroskopische  Methode.  Von  einer  Ver- 
dünnung des  agglutinierenden  Serums,  die  sich  nach 
dessen  Titer  richtet  (s.  u.),  wird  ein  hängender  Tropfen 
angelegt  und  in  diesem  mittels  einer  Platinnadel  eine 
geringe  Menge  einer  Agarkultur  verrieben.  Die  Be- 
obachtung erfolgt  unter  Anwendung  der  Ölimmersion. 
Handelt  es  sich  um  eine  bewegliche  Bakterienart,  so 
beobachtet  man  zunächst  ein  Aufhören  der  Eigen- 
bewegung, worauf  sich  die  Bakterien  allmählich  zu 
größeren  Haufen  aneinanderlegen.  Durch  eine  Kon- 
trolle hat  man  sich  zu  überzeugen,  daß  in  der  gleichen 
Verdünnung  des  Normalserums  der  betreffenden  Spezies 
eine  Agglutination  nicht  stattfindet. 

b)  Makroskopische  Methode.  1 ccm  der  Serum- 
verdünnung  wird  mit  einer  Normalöse  20stündiger 
Agarkultur  verrieben  (Ko Ile).  Man  geht  dabei  so 
vor,  daß  man  die  Öse  zunächst  oberhalb  des  Flüssig- 
keitsniveaus am  Glas  verreibt  und  die  Bakterienmasse 
allmälich  mit  der  Serumlösung  mittels  der  Öse  ver- 
mischt. Zur  Kontrolle  wird  stets  eine  Öse  in  der 
gleichen  Verdünnung  von  Normalserum  derselben  Spezies 
aufgeschwemmt.  Der  Eintritt  der  Reaktion  gibt  sich 
darin  zu  erkennen,  daß  die  ursprünglich  homogene 
trübe  Aufschwemmung  inhomogen  wird  und  allmälich 
einen  Niederschlag  unter  Klärung  der  obenstehenden 
Flüssigkeit  absetzt.  Die  Beobachtung  geschieht  am 
besten  makroskopisch  oder  nur  mit  Lupenvergröße- 
rung, indem  man  die  Röhrchen  schräg  gegen  das 
Licht  hält  und  von  unten  hindurchsieht.  Man  er- 
kennt so  am  leichtesten  die  ersten  Grade  der  Flocken- 
bildung. 

Viele  Bakterien,  namentlich  unbewegliche  Arten, 
setzen  sich  nach  längerem  Stehen  spontan  zu  Boden. 
Diese  Sedimentation  kann  man  von  der  eigentlichen 
Agglutination  unterscheiden,  wenn  man  den  Boden- 
satz aufschüttelt.  Bei  Sedimentation  entsteht  sogleich 
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wieder  eine  homogene  Aufschwemmung,  während  ag- 
glutinierende Bakterien  bald  wieder  verklumpen. 

Die  Reaktion  wird  durch  Temperaturerhöhung  stark 
beschleunigt.  Man  hält  daher  im  allgemeinen  die 
Proben  bei  37°.  Noch  schneller  verläuft  die  Ag- 
glutination bei  55°  (Weil).  Die  Geschwindigkeit  ist 
ferner  bei  den  einzelnen  Bakterienarten  sehr  ver- 
schieden, am  schnellsten  agglutinieren  die  beweglichen 
Arten,  während  man  bei  unbeweglichen  Bakterien 
(Dysenteriebazillen,  Kokken)  häufig  24  Stunden 
warten  muß. 

Eine  gewisse  Kombination  der  mikroskopischen  und 
makroskopischen  Methode  hat  Pröscher  angegeben, 
welcher  die  Aufschwemmung  in  Blockschälchen  gießt 
und  bei  schwacher  Vergrößerung  unter  dem  Mikroskop 
beobachtet. 

C.  Quantitative  Bestimmung  eines  aggluti- 
nierenden Serums. 

Zur  quantitativen  Bestimmung  eines  agglutinieren- 
den Serums  eignet  sich  besonders  die  makroskopische 
Methode.  Die  Verdünnungen  werden  am  besten  so 
angelegt,  daß  jedes  Röhrchen  halb  so  viel  Serum 
wie  das  vorhergehende  enthält  (Ausführung  s.  S.  45). 
Es  wird  also  etwa  folgende  Reihe  angesetzt: 

1:100. 1:200. 1:400. 1:800. 1:1600. 1:3200  usw. 

Dann  wird  je  1 Öse  20stündiger  Agarkultur  in  den 
Gläschen  verrieben.  Die  Röhrchen  kommen  dann  für 
2 resp.  24  Stunden  (unbewegliche  Arten)  in  den  Brut- 
schrank, wonach  das  Resultat  abgelesen  wird.  Stets 
hat  man  sich  durch  eine  Kontrolle  zu  überzeugen,  daß 
die  Bakterien  nicht  in  Kochsalzlösung  die  Erscheinung 
der  Spontanagglutination  zeigen.  Ferner  ist  es 
empfehlenswert,  sich  von  dem  Titer  des  Normalserums 
der  gleichen  Spezies  zu  überzeugen. 
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D.  Inagglutinabilität. 

Die  Inagglutinabi  ität  kann  bei  einzelnen  Stämmen 
einer  an  sich  agglutinabeln  Bakterienart  auftreten 
(Typhus!).  Sie  ist  dann  meist  nur  kurz  nach  der 
Züchtung  aus  dem  Körper  vorhanden  und  verschwindet 
nach  wiederholtem  Umzüchten.  Schwer  agglutinable 
Bakterienarten  (z.  B.  die  Gruppe  der  Kapselbakterien) 
eignen  sich  praktisch  nicht  für  die  Identifizierung 
mittels  der  Agglutination. 

E.  Spontanagglutination. 

Stämme,  die  spontan  in  Kochsalzlösung  aggluti- 
nieren,  müssen  mittels  der  Pfeifferschen  Reaktion 
(8.  S.  68)  identifiziert  werden.  Von  der  Spontan- 
agglutination zu  unterscheiden  ist  die  Eigenschaft 
einiger  Bakterien,  sich  schwer  in  Kochsalzlösung  ver- 
reiben zu  lassen.  Man  kann  dann  bisweilen  doch  durch 
Schütteln  mit  Glasperlen  homogene  Aufschwemmungen 
erzielen. 

2.  Diagnostische  Verwertung  der  Agglutination. 

A.  Bestimmung  einer  fraglichen  Bakterienart 
mittels  der  Agglutination. 

Von  der  fraglichen  Bakterienart  legt  man  sich  zu- 
nächst eine  Agarreinkultur  an.  Das  zu  diagnostischen 
Zwecken  verwandte  Serum  muß  hochwertig  sein  und 
soll  nach  Kolle  und  Hetsch  mindestens  einen  Titer 
von  1:1000  besitzen.  Man  verdünnt  nun  das  Serum 
wie  bei  I.  C.  (Seite  60)  etwa  mit  1:50  oder  1:100  be- 
ginnend, und  verreibt  in  jedem  Röhrchen  eine  Normalöse. 

Folgende  Kontrollen  sind  notwendig: 

1.  1 Normalöse  Kultur  in  Kochsalzlösung. 

2.  1 Normalöse  Kultur  in  einer  Menge  Normal- 
serum, die  etwa  das  Zehnfache  der  gerade 
agglutinierenden  Dosis  beträgt. 
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3.  Bestimmung  des  Titers  des  Serums  mit  einem 
bereits  sicher  identifizierten  Stamm  der  be- 
treffenden Bakterienart. 

Die  Reaktion  ist  nur  dann  sicher  positiv,  wenn 
Agglutination  annähernd  bis  zur  Titergrenze  einge- 
treten ist. 

Zur  orientierenden  Agglutination  kann  man  ein 
Tröpfchen  einer  nicht  zu  hoch  über  der  Titergrenze 
gelegenen  Serumverdünnung  auf  einen  Objektträger 
bringen  und  darin  eine  Nadelspitze  einer  fraglichen 
Kolonie  verreiben.  Die  Reaktion  ist  jedoch  unsicher. 

Spezielles. 

Typhusbazillen:  Am  besten  werden  Sera  von 
einem  Titer  von  mindestens  1:10000  verwandt.  Die 
Bakterien  der  Paratyphusgruppe  werden  häufig  in 
stärkeren  Serumkonzentrationen  mitagglutiniert;  doch 
läßt  sich  durch  eine  genaue  quantitative  Austitrierung 
die  Unterscheidung  stets  machen.  Bisweilen  werden 
frisch  gezüchtete  Typhusbazillen  schlecht  agglutiniert. 
Man  muß  dann  versuchen,  durch  öfteres  Umstechen  auf 
Agar  die  Agglutinabilität  wiederherzustellen,  oder 
man  immunisiert  ein  Kaninchen  gegen  den  Stamm 
und  prüft  sein  Serum  gegenüber  sicheren  Typhus- 
bazillen. In  einzelnnen  Fällen  kann  man  auch  einen 
positiven  Ausfall  erzielen,  wenn  man  die  Röhrchen  einige 
Stunden  bei  50 u stehen  läßt. 

Paratyphus- B.  In  die  Gruppe  der  Paratyphus-B.- 
Bazillen  gehört  eine  große  Zahl  von  Arten,  die  sich 
durch  ihr  natürliches  Vorkommen  und  ihre  Tierpatho- 
genität unterscheiden,  durch  die  Agglutinationsreaktion 
aber  nicht  getrennt  werden  können:  Para  typ  hus-B., 
Mäusetyphus,  Hogcholera,  Fleischvergifter  (Typus 
Aertrick),  Psittacosebazillus.  Typhusbazillen  werden  von 
einem  für  Paratyphus-B.  spezifischen  Serum  häufig  in 
schwächerem  Grade  mitagglutiniert. 
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Choleravibrionen.  Die  Agglutinationsreaktion 
ist  gerade  in  der  Vibrionengruppe  von  sehr  ausge- 
prägter Spezifität.  Erhebliche  Mittagglutinationen  ver- 
wandter Arten  wie  in  der  Typhusgruppe  kommen  nicht 
vor.  Nach  der  Anleitung  des  Kgl.  Preuß.  Ministeriums 
ist  bei  einem  Serum  vom  Titer  1 : 10  OCX)  positiver  Aus- 
fall in  den  Verdünnungen  1 : 2000  und  1 : 3000  als 
sicher  beweisend  anzusehen.  In  gleicher  Weise  wie  die 
Choleravibrionen  werden  vom  Choleraserum  auch  die 
El-Tor-Vibrionen  (Gotschlich)  agglutiniert,  deren  Zu- 
gehörigkeit zur  Choleragruppe  noch  zweifelhaft  ist 
(Kraus). 


Dysenteriebazillen:  Ursprünglich  wurden  in  der 
Dysenteriegruppe  zwei  Typen,  der  B.  Shiga  und  der 
B.  Flexner,  unterschieden.  Es  hat  sich  aber  in  neuerer 
Zeit  herausgestellt,  daß  noch  eine  große  Zahl  anderer 
Arten  existiert,  die  dem  Dysenteriebazillus  sehr  nahe 
stehen  und  auch  ruhrähnliche  Erkrankungen  hervorrufen. 
Will  man  die  Diagnose  auf  eine  bestimmte  Art,  z.  B. 
B.-Shiga,  stellen,  so  muß  man  ein  mit  einem  der- 
artigen Stamm  hergestelltes  Immunserum  benutzen,  das 
Serum  aber  bis  zur  Titergrenze  austitrieren,  da  ver- 
wandte Arten  häufig  nicht  unerheblich  mitagglutiniert 
werden.  Meist  genügt  es  jedoch,  festzustellen,  daß 
ein  der  Dysenteriegruppe  angehöriger  Bazillus  der 
Krankheitserreger  ist.  Für  diesen  Zweck  wird  von 
der  Firma  Gans  (Frankfurt  a.  M.)  ein  mit  verschiedenen 
Stämmen  hergestelltes  polyvalentes  Dysenterieserum 
in  den  Handel  gebracht. 

Die  Agglutination  verläuft  langsam  (24  h.)  und  ist 
nur  dann  als  beweisend  anzusehen,  wenn  sich  grobe 
Klumpen  gebildet  haben,  die  sich  nach  dem  Schütteln 
sogleich  wieder  absetzen. 


Die  Immunisierung  von  Kaninchen  gegen  Dysen- 
teriebazillen (besonders  Shiga-B.)  ist  schwierig.  Man  muß 


mit  sehr  kleinen  Mengen  durch  Erhitzen  abgetöteter  Ba- 
zillen beginnen  (V<t — Vs  Agarkultur)  und  mit  der 
zweiten  Injektion  warten,  bis  das  Tier  wieder  an  Ge- 
wicht zunimmt.  Leichter  gelingt  die  Immunisierung 
größerer  Tiere  (Pferde). 

Pestbazillen:  Es  werden  48stündige  Agarkulturen 
verwandt.  Die  Reaktion  ist  hochgradig  spezifisch  und 
sehr  geeignet  zur  Differenzierung. 

Streptokokken:  Die  Agglutinationsreaktion  hat 
sich  bisher  diagnostisch  nicht  bewährt,  da  die  ein- 
zelnen Stämme  ein  und  demselben  Immunserum  gegen- 
über sich  different  verhalten. 


Meningokokken:  Die  Agglutination  ist  eine  spe- 
zifische, nur  der  Diplococcus crassus  wird  nachLingels- 
heim*)  von  spezifischem  Meningokokkenserum  ebenso 
stark  agglutiniert  wie  der  Meningococcus  intracellularis. 
Etwas  beeinträchtigt  wird  der  Wert  der  Agglutinations- 
reaktion durch  die  sehr  ungleiche  Agglutinabilität  der 
verschiedenen  Stämme.  Stets  verläuft  die  Agglutination 
sehr  langsam.  Die  Röhrchen  müssen  24  Stunden  bei  37 
stehen  (makroskopische  Beobachtung).  Kutscher**) 
hat  gezeigt,  daß  bei  schweragglutinabeln  Stämmen 
die  Resultate  sich  bedeutend  verbessern  lassen,  wenn 
die  Proben  24  Stunden  bei  50°  gehalten  werden.  Zur 
Gewinnung  der  agglutinierenden  Sera  können  Kaninchen 
benutzt  werden,  die  etwa  einen  Titer  von  1:1000 
liefern.  Besser  eignen  sich  Pferde.  In  einer  Verdünnung 
von  1:100  wirken  normale  Pferde-  und  Kaninchensera 
nicht  mehr  agglutinierend  (Kolle  und  Wasser- 
mann***). Kontrollen  mit  normalem  Serum  sind  un- 
erläßlich. 


*)  Kl  in.  Jahrb.  1904. 

**)  Deutsch.  Med.  W.  1906. 
***)  Klin.  Jahrb.  1906. 
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Betreffs  Blutgewinnung  s.  S.  38. 

a)  Untersuchung  im  hängenden  Tropfen: 
Von  dem  Patientenserum  werden  Verdünnungen  1:50, 
1:100,  am  besten  auch  noch  1:200  angesetzt.  Von 
jeder  Verdünnung  werden  in  der  S.  59  beschriebenen 
Weise  hängende  Tropfen  angefertigt  und  in  jedem 
1 Nadelspitze  einer  18 ständigen  Agarkultur  verrieben. 
Die  Reaktion  ist  nur  dann  positiv,  wenn  in  der  Ver- 
dünnung 1:100  deutliche  Agglutination  eingetreten  ist. 
Ist  nur  1:50  positiv,  so  ist  die  Reaktion  zweifelhaft. 
Bei  schwachem  oder  negativem  Ausfall  muß  die  Unter- 
suchung auch  auf  Paratyphus  A.  und  B.  ausgedehnt 
werden. 

Die  geschilderte  Methode  hat  verschiedene  Nach- 
teile: 

1.  Sie  erfordert  ein  Arbeiten  mit  lebenden  Bakterien. 

2.  Eine  quantitative  Austitrierung  des  Serums  ist 
sehr  umständlich.  Diese  ist  aber  sehr  wünschenswert, 
besonders  wenn  die  Differentialdiagnose  gegenüber  den 
Paratyphusbazillen  in  Frage  kommt.  Außerdem  kann 
aber  bei  Ansetzung  nur  einer  Verdünnung  unter  Um- 
ständen ein  falsches  Resultat  erzielt  werden.  Einzelne 
Sera  zeigen  nämlich  die  Eigentümlichkeit,  daß  sie  in 
stärkeren  Konzentrationen  nicht  agglutinieren  (Hem- 
mungszonen) und  daß  erst  bei  größeren  Verdünnungen 
die  Agglutination  eintritt.  Diese  Nachteile  werden 
bei  der  folgenden  Methode  vermieden. 

b)  Methode  von  Pröscher:  Ein  Bouillonkölbchen 
(100  cc.)  wird  mit  einer  Öse  eines  vorher  als  gut  ag- 
glutinabel  erwiesenen  Typhusstammes  beimpft.  24  h. 
bei  37°  Abtötung  mit  lproz.  Formalin,  2 Tage  bei  37°. 
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Untersuchung  auf  Sterilität!  Filtration  durch  Papier 
zur  Entfernung  gröberer  Partikel.  Die  Emulsion  ist 
etwa  3 Monate  haltbar. 

Serumgewinnung  s.  S.  39. 

In  jedes  Röhrchen  kommt  0,5  ccm  Kochsalzlösung 
mit  Ausnahme  des  ersten.  Dieses  erhält  0,9  ccm  Koch- 
salzlösung + 0,1  ccm  Serum.  Nun  wird  0,5  ccm  aus  dem 
ersten  Röhrchen  herausgenommen  und  in  das  nächste 
überpipettiert.  Durchblasen  usw.  In  jedes  Röhrchen 
kommt  außerdem  0,5  ccm  Kulturaufschwemmung.  Die 
Kontrolle  enthält  an  Stelle  des  Serums  Kochsalzlösung. 
Es  entstehen  so  die  Verdünnungen  1:20,  1:40,  1:80, 
1:160,  1:320.  Der  Inhalt  der  Röhrchen  wird  in  kleine 
Blockschälchen  gegossen,  die  mit  Fettstift  bezeichnet 
und  für  2 h.  in  den  Brutschrank  gestellt  werden. 
Besichtigung  mit  schwacher  Vergrößerung. 

Die  Reaktion  ist  sicher  positiv  bei  1:80,  verdächtig 
bei  1:40.  Ist  die  Erkrankung  im  Beginn,  so  ist  in 
dem  letzteren  Fall  am  besten  die  Reaktion  mit  neuem 
Serum  zu  wiederholen. 

c)  Methode  von  Ficker:  An  Stelle  der  nur 
begrenzte  Zeit  haltbaren  Formalinbouillonkultur  kann 
man  sich  auch  des  von  der  Firma  Merck  in  Darm- 
stadt (mit  Besteck  und  Gebrauchsanweisung)  in  den 
Handel  gebrachten  und  sehr  lange  haltbaren  Ficker- 
schen  Diagnostikums  bedienen.  Die  Reaktion  wird 
in  kleinen  Spitzgläschen  angesetzt,  die  eine  Länge  von 
zirka  4 cm  und  eine  lichte  Weite  von  0,5  ccm  besitzen. 
Die  Röhrchen  verbleiben  24  h im  Zimmer.  Die  Reak- 
tion wird  makroskopisch  beurteilt. 

Nach  der  von  der  Firma  Merck  gegebenen  Gebrauchs- 
anweisung sollen  nur  die  Verdünnungen  1:50  und  1.100 
angesetzt  werden,  die  direkt  mit  dem  Diagnostikum 
vorgenommen  werden.  Sicherer  ist  es  aber  natürlich, 
das  Serum  auszutitrieren. 
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B.  Dysenterie. 

Das  Serum  von  Dysenteriekranken  agglutiniert  im 
allgemeinen  Dysenterie-B.  in  spezifischer  W eise.  Schwie- 
rigkeiten ergeben  sich  aber,  namentlich  bei  sporadischen 
Fällen,  solange  nicht  auf  bakteriologischem  Wege  der 
in  Betracht  kommende  Typus  des  Dysenteriebazillus  fest- 
gestellt ist.  Man  muß  alsdann  das  Serum  gegenüber 
den  verschiedenen  Stämmen  prüfen. 

Die  Betrachtung  erfolgt  nur  makroskopisch.  Be- 
sonderer Wert  ist  darauf  zu  legen,  daß  die  Sedimente 
nach  dem  Zerschütte'.n  sogleich  reagglutinieren. 

C.  Tuberkulose. 

Eine  besondere  Schwierigkeit  bei  der  Agglutination 
der  Tuberkelbazillen  bietet  die  Herstellung  homogener 
Bazillenaufschwemmungen.  Folgende  zwei  Methoden 
seien  auf  geführt: 

1.  Die  Methode  von  Arloing  und  Courmont. 
Züchtung  auf  Kartoffelscheiben  in  6proz.  Glyzerin wasser 
bei  38 — 39°.  Die  Röhrchen  werden  schräg  gestellt, 
so  daß  die  Flüssigkeit  die  Kartoffelscheiben  benetzt. 
Jeden  zweiten  Tag  wird  durch  Drehen  etwas  Flüssigkeit 
über  die  Kartoffelscheibe  gebracht.  Allmählich  im  Laufe 
von  Wochen  gewöhnen  sich  die  Bazillen  an  das  Wachs- 
tum in  der  Flüssigkeit.  Es  wird  alsdann  auf  Kalbs- 
bouillon übergeimpft  (1  Proz.  Pepton,  6Proz.  Glyzerin, 
möglichst  kurze  Zeit  bei  110°  sterilisiert).  Pis  erfolgt 
homogenes  Wachstum.  Unterbrechung  nach  8 — 12 
Tagen,  Zusatz  von  1 — 2 Proz.  Formalin.  Aufbewahrung 
im  Eisschrank. 

Arloing  und  Courmont  betrachten  das  Resultat 
als  positiv,  wenn  die  Agglutination  noch  in  der  Serum- 
verdünnung 1:6  deutlich  ist. 

2.  Die  Methode  von  Koch.  Zerriebene  Tuberkel- 
bazillen (Farbwerke  Höchst  a.  M.)  werden  mit  100  Teilen 
0,85 proz.  Kochsalzlösung,  welche  0,5  Proz.  Karbol  ent- 
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hält,  verrieben.  Zentrifugieren.  Der  Abguß  wird  noch- 
mals mit  der  gleichen  Karbolkochsalzlösung  zehnfach 
verdünnt  (Testlösung).  Zur  Agglutination  wird  wiederum 
eine  zehnfache  Verdünnung  dieser  Testlösung  benutzt. 
Die  Reaktion  wird  in  Spitzgläschen  vorgenommen.  Nach 
12 — 24  ständigem  Stehen  im  Brütschrank  wird  das  Re- 
sultat abgelesen.  Bei  positivem  Ausfall  der  Reaktion 
tritt  vollständige  Klärung  ein. 

Die  diagnostische  Bedeutung  beider  Methoden  ist 
eine  geringe.  Einesteils  weisen  häufig  ausgesprochene 
Phthisen  kein  deutliches  Agglutinationsvermögen  auf, 
und  auf  der  andern  Seite  agglutinieren  auch  Sera 
von  Menschen,  die  klinisch  nicht  an  Tuberkulose  leiden, 
erheblich. 

III.  Baktericidie. 

I.  Herstellung  bakteriolytischer  Sera. 

Man  kann  im  allgemeinen  in  der  gleichen  Weise 
verfahren  wie  bei  der  Herstellung  agglutinierender 
Sera  (s.  S.  58).  Nach  Kolle  und  Hetsch  soll  es 
vorteilhafter  sein,  lebende  Kulturen  zu  benutzen  und 
die  Injektionen  subkutan  oder  intraperitoneal  vorzu- 
nehmen. Von  prinzipieller  Bedeutung  sind  diese  Punkte 
aber  jedenfalls  nicht.  Bereits  acht  Tage  nach  der  ersten 
Injektion  kann  das  Serum  einen  genügend  hohen  Titer 
aufweisen.  Vom  Kgl.  Institut  für  Infektionskrankheiten 
in  Berlin  wird  ein  Choleratrockenserum  abgegeben,  von 
dem  0,0002  mg  1 Norma’.öse  Choleraagarkultur  in  der 
Bauchhöhle  eines  Meerschweinchens  während  1 Stunde 
zur  Auflösung  bringen  muß. 

II.  Ausführung  des  Pfeifferschen  Versuches. 

a)  Zur  Identifizierung  von  Bakterien. 

Zu  dem  Versuch  sind  4 Meerschweinchen  von 
zirka  200  g,  eine  18  ständige  Agarkultur  der  zu 
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identifizierenden  Vibrionenart,  sowie  das  Gholeraimmun- 
serum  erforderlich.  Ferner  werden  durch  Ausziehen 
nicht  zu  dünnwandiger  Glasröhren  Kapillaren  hergestellt, 
die  zur  Entnahme  des  Peritonealexsudates  dienen. 

Es  erhält  nun  (Ausführungsbestiminungen  zum 
Seuchengesetz  usw.): 

Tier  A:  0,001  mg  Immunserum  -j-  1 Normalöse  (5 fache 
Titerdosis)  = 2 mg  Agarkultur  in  1 ccm  Bouillon; 
Tier  B:  1 Normalöse  Agarkultur  in  1 ccm  Bouillon 
+ 0,002  mg  Immunserum; 

Tier  C:  1 Normalöse  Agarkultur  in  1 ccm  Bouillon  g 
+ 0,01  mg  Normalserum; 

Tier  D:  1 Normalöse  Agarkultur  in  1 ccm  Bouillon 
-f-  1 ccm  Bouillon. 

Die  Verdünnungen  der  Sera  werden  am  besten  mit 
Bouillon  vorgenommen.  Man  löst  zunächst  0,1  g des 
Trockenserums  in  1 ccm  Aq.  destillata  auf,  wobei  eine 
Lösung  entsteht,  die  der  ursprünglichen  Serumkonzen- 
tration entspricht.  Es  wird  dabei  angenommen,  daß 
das  Blutserum  etwa  10  Proz.  Trockengehalt  besitzt. 
Durch  Hinzufügen  von  9 ccm  0,85 proz.  Kochsalzlösung 
entsteht  dann  eine  Vio -Verdünnung,  von  der  wiederum 
1 ccm  mit  9 ccm  Bouillon  versetzt  eine  Lösung  liefert, 
die  gerade  in  1 ccm  0,001  mg  enthält.  Um  0,002  mg 
zu  erhalten,  wird  1 ccm  der  1 , io -Verdünnung  mit  4 ccm 
Bouillon  versetzt. 

Um  0,01  g Normalserum  zu  erhalten,  wird  1 ccm 
flüssiges  Normalserum  der  gleichen  Tierart,  von  der 
das  Trockenserum  stammt,  mit  9 ccm  Bouillon  gemischt 
und  davon  1 ccm  injiziert. 

Die  Öse  Cholerakultur  wird  in  der  S.  59  ange- 
gebenen Weise  mit  der  Bouillon  verrieben. 

Die  4 Mischungen  werden  nun  den  Meerschweinchen 
intraperitoneal  injiziert  (s.  S.  35).  Kopf  des  Tieres 
tief  halten,  Durchtrennung  der  Haut  durch  einen 
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kleinen  Scherenschlag,  Injektion  mittels  stumpfer 
Kanüle. 

20  Minuten  und  1 Stunde  nach  der  Injektion  wird 
den  Tieren  mittels  der  Kapillaren  Peritonealexsudat 
entnommen,  und  zwar  wird  die  Kapillare  an  der  von 
Haut  befreiten  Stelle  schräg  durch  die  Bauchwand 
gestoßen  (um  ein  Hervorsickern  der  Flüssigkeit  aus 
dem  Stichkanal  zu  verhindern).  Gewöhnlich  fließt  die 
Flüssigkeit  von  selbst  in  die  Kapillare  ein;  sonst  muß 
man  das  durch  Hin-  und  Herneigen  des  Tieres  zu  be- 
fördern suchen.  Die  Peritonealflüssigkeit  wird  im 
hängenden  Tropfen  untersucht. 

Die  Reaktion  ist  positiv,  wenn  spätestens  nach 
I Stunde  bei  A und  B Granulabildung  eingetreten  ist, 
während  bei  C und  D die  Vibrionen  lebhaft  be- 
weglich sind. 

Die  Reaktion  ist  streng  spezifisch.  Andere  Vibrionen- 
arten werden  bei  Innehaltung  der  angegebenen  quan- 
titativen Bedingungen  nicht  aufgelöst.  Wie  die  Cholera- 
vibrionen verhalten  sich  nur  die  El-Tor-Stämme,  deren 
Zugehörigkeit  zu  den  Choleravibrionen  noch  nicht  ganz 
sichergestellt  ist. 

Der  Pfeiffersche  Versuch  gibt  die  besten  Resultate 
bei  den  Vibrionen.  Auch  in  der  Paratyphusgruppe  ist 
das  Phänomen  noch  deutlich.  Hingegen  ist  die  Auf- 
lösung bei  den  Typhusbazillen  schon  sehr  schwer  zu 
beobachten;  offenbar  spielt  bei  diesen  im  Tierkörper 
auch  die  Phagocytose  eine  störende  Rolle.  In  anderen 
Fällen  ist  die  Abtötung  überhaupt  von  keiner  sicht- 
baren Auflösung  begleitet.  Alsdann  muß  der  baktericide 
Reagenzglasversuch  zu  Hilfe  genommen  werden. 

b)  Zur  Serodiagnostik  der  Cholera. 

Der  Versuch  wird  in  der  gleichen  Weise  aus- 
geführt, nur  daß  eine  sichere  Cholerakultur  und  an 
Stelle  des  Immunserums  Menschenserum  in  den  Ver- 
dünnungen 1:20,  1:100,  1:500  verwandt  wird. 
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III.  Baktericider  Reagenzglasversuch  (nach  Neißer 
und  Wechsberg.) 

Das  Prinzip  der  Methode  besteht  darin,  daß  Immun- 
serum (Ambozeptor),  Komplement  und  Bakterien  im 
Reagenzglas  gemischt  werden  und  die  eingetretene 
Abtötung  durch  Aussaat  auf  Agarplatten  festgestellt 
wird. 

Die  Methode  ist  anwendbar  bei  Vibrionen,  Typhus-, 
Paratyphus-,  Dysenteriebazillen,  während  bei  Staphylo- 
kokken, Streptokokken,  Diphtheriebazillen,  Schweine- 
rotlaufbazillen, Milzbrandbazillen  u.  a.  Baktericidie  im 
Reagenzglas  durch  die  entsprechenden  Imnjunsera  bis- 
her nicht  beobachtet  wurde. 

Es  sind  zur  Ausführung  folgende  Reagentien  not- 
wendig : 

1.  Immunserum  (V->  h.  auf  56°  erwärmt).  Her- 
stellung s.  S.  68.  Die  baktericiden  Sera  sind 
außerordentlich  haltbar;  sie  können,  wenn  sie 
hochwertig  sind,  mit  0,5  Proz.  Karbol  versetzt, 
im  Eisschrank  aufbewahrt  werden.  Der  geringe 
Karbolzusatz  ist  nach  Neißer  schon  bei  einer 
Menge  von  0,01  ccm  für  den  Versuch  ohne  Be- 
deutung. 

2.  Komplement.  Als  solches  dient  am  besten 
Meerschweinchen-  oder  Kaninchenserum,  das 
steril  entnommen  werden  muß  (s.  S.  38)  und 
höchstens  2 Tage  alt  sein  darf  (Eisschrank). 

3.  Die  Bakterienkultur  — eine  1 tägige  gut  be- 
wachsene Agarkultur. 

Alle  zu  dem  Versuch  benutzten  Utensilien  (Pipetten, 
Flaschen,  Reagenzgläser)  müssen  peinlichst  steril  sein. 
Um  eine  Ansaugung  lebender  Bakterien  zu  verhindern, 
empfiehlt  es  sich,  die  Pipette  gegen  das  Mundstück 
hin  durch  etwas  Watte  abzuschließen. 


Ausführung  des  Versuches: 

Zunächst  muß  die  für  den  Versuch  günstigste  Aus- 
saatmenge bestimmt  werden,  die  bei  den  einzelnen 
Bakterienarten  außerordentlich  stark  schwankt.  Die 
Menge  soll  so  bemessen  sein,  daß  die  Keime  auf  der 
Agarplatte  mit  dem  bloßen  Auge  gerade  nicht  mehr 
zählbar  sind. 

Zu  diesem  Zweck  wird  eine  Agarkultur  in  10  ccm 
0,85 proz.  Kochsalzlösung  aufgeschwemmt  und  davon 
werden  die  Verdünnungen  1:10,  1:100,  1:1000, 1:10000, 
1:100000  angelegt.  Jede  folgende  Verdünnung  ent- 
steht durch  Vermischen  von  1 ccm  der  Aufschwemmung 
mit  9 ccm  0,85proz.  Kochsalzlösung.  Werden  die  Bak- 
terien durch  Kochsalzlösung  geschädigt,  so  muß  man 
bisweilen  auch  Bouillon  benutzen.  Es  ist  notwendig, 
diese  Verdünnungen  in  Flaschen  vorzunehmen,  die  mit 
abgebrannten  Korkstopfen  verschlossen  werden,  und 
kräftig  zu  schütteln,  damit  gröbere  Bakterienklumpen 
zerteilt  werden.  Von  jeder  Verdünnung  werden  etwa 
5 Tropfen  zu  Platten  verarbeitet,  die  einen  Tag  bei  3' 
gehalten  werden.  Ist  auf  diese  Weise  die  günstigste 
Aussaat  (z.  B.  die  Verdünnung  1:10000)  festgestellt, 
so  kann  der  eigentliche  Versuch  beginnen. 

Die  Anordnung  des  Versuches  ist  aus  der  Tabelle 
auf  Seite  73  ersichtlich. 

Die  notwendigen  Kontrollen  besagen: 

1.  daß  Immunserum  an  sich  unwirksam  ist; 

2.  daß  Komplement  an  sich  unwirksam  ist; 

3.  daß  die  ausgesäte  Bakterienmenge  allein  reich- 
liches Wachstum  zeigt; 

4.  und  5.  die  Sterilität  von  Immunserum  und  Kom- 
plement. 

Zunächst  werden  in  die  beiden  ersten  Röhrchen 
1 und  0,3  ccm  Immunserum  eingefüllt,  dann  in  die 
folgenden  die  gleichen  Mengen  von  den  Verdünnungen 
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1:10,  1:100,  1:1000.  In  die  entsprechenden  Kontroll- 
röhrchen  kommt  je  1 ccm  Immunserum.  Nach  Auf- 
füllung auf  1 ccm  mit  0,85  proz.  Kochsalzlösung,  er- 
folgt der  Komplementzusatz,  nach  welchem  überall  ein 
Volum  von  2 ccm  hergestellt  wird.  Nunmehr  wird 
die  Aufschwemmung  und  Verdünnung  der  Agarkultur 
hergestellt  und  je  1 ccm  eingefüllt  (mit  Ausnahme  der 
Sterilitätskontrollen).  Nach  Zusatz  von  3 Tropfen 
Bouillon  werden  die  Reagenzröhrchen  mit  AVattgstopfen 
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verschlossen,  umgeschüttelt  und  3 Stunden  bei  37° 
gehalten.  Bei  schnellem  Arbeiten  und  ruhiger  Luft 
kann  man  die  Röhrchen  ohne  Gefahr  während  des 
ganzen  Versuches  offen  lassen. 

Von  jedem  Röhrchen  werden  5 Tropfen  zu  Agar- 
platten verarbeitet,  die  einen  Tag  im  Brutschrank 
stehen  (verkehrt!).  Die  Keimzählung  geschieht 
schätzungsweise  (O,  wenig,  zirka  100,  zirka  1000  usw.). 
Bei  Anwendung  großer  Immunserummengen  bleibt  die 
Bakterieidie  häufig  aus  (Phänomen  der  Komplement- 
ablenkung von  Neißer  und  Wechsberg),  s.  Tabelle. 
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Um  Baktericidie  bei  Normalseren  nachzuweisen, 
muß  man  das  Plattenzählverfahren  anwenden  (s.  Lehr- 
bücher der  Bakteriologie). 
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1.  Gewinnung  der  zur  Injektion  erforderlichen  Antigene. 

a)  Blutserum  dient  zur  Erzeugung  von  präzipi- 
tierend^h  Seren,  die  in  dem  betreffenden  Blutserum 
eine  Fällung  hervorrufen  sollen,  kann  aber  auch  für 
die  Sera  zum  forensischen  Blutnachweis  und  zum  Nach- 
weis von  Fleischverfälschungen  dienen.  Über  die  Ge- 
winnung s.  S.  39. 

b)  Eier  ei  weiß  wird  geschlagen  und  die  aus  dem 
Schaum  sich  absetzende  klare  Flüssigkeit  zur  Injektion 
mit  0,85 proz.  Kochsalzlösung  im  Verhältnis  1:5  ver- 
dünnt. 

c)  Milch  muß  wenigstens  oberflächlich  sterilisiert 
werden.  Hierzu  genügt  entweder  kurzes  Erwärmen 
auf  60°  oder  Schütteln  mit  Chloroform  und  Entfernen 
des  Chloroforms  durch  Zentrifugieren. 

d)  Fleischsaft  (zum  Nachweis  von  Fleischver- 
fälschungen).  Feingehacktes  Fleisch  wird  mit  dem 
gleichen  Teil  0,85proz.  Kochsalzlösung  mehrere  Stunden 
ausgelaugt  und  der  Saft  durch  ein  Koliertuch  gepreßt. 
(Beim  Auslaugen  nicht  schütteln,  damit  nicht  zu  viel 
Fett  in  Lösung  geht!) 

e)  Um  spezifische  Sera  für  Organeiweiß  zu  er- 
halten, muß  vorher  das  Blut  aus  den  Organen  nach 
Möglichkeit  entfernt  werden.  Man  erreicht  dies  am 
besten,  indem  man  durch  das  Gefäßsystem  des  frisch 
getöteten  Tieres  0,85 proz.  Kochsalzlösung  fließen  läßt. 
Die  entbluteten  Organe  können  dann  in  kleine  Stücke 
geschnitten  und  mit  sterilem  Seesand  zerrieben  werden. 
Nach  Aufnahme  in  Kochsalzlösung  und  Entfernung  der 
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gröberen  Partikel  durch  Zentrifugieren  kann  man  eine 
zur  Injektion  geeignete  Flüssigkeit  gewinnen.  Von 
Ficker  ist  ein  Apparat  angegeben  worden  (zu  be- 
ziehen durch  den  Mechaniker  des  Physiolog.  Institutes 
an  der  Universität  Berlin,  Hofmeister),  mit  dem 
die  Organe  sich  steril  so  weit  zerkleinern  lassen,  daß 
sie,  mit  Kochsalzlösung  verdünnt,  direkt  zur  intra- 
venösen Injektion  verwandt  werden  können. 

II.  Herstellung  der  präzipitierenden  Sera. 

Von  allen  Tieren  eignen  sich  Kaninchen  am  besten 
zur  Erzeugung  präzipitierender  Sera,  Ziegen  und 
Hammel  liefern  schlechtere  Sera,  Hunde  sind  zur  Er- 
zeugung von  Präzipitinen  überhaupt  nicht  befähigt. 

In  einzelnen  Fällen  kann  es  erforderlich  sein,  be- 
sondere Tierspezies  auszu wählen.  Nach  Uhlenhut  kann 
man  Menschen-  und  Affenblut  biologisch  unterscheiden, 
wenn  man  Affen  mit  Menschenserum  vorbehandelt.  Es 
resultiert  dann  ein  Serum,  welches  in  Menschenblut, 
aber  nicht  in  Affenblut  eine  Fällung  hervorruft,  während 
ein  beim  Kaninchen  erzeugtes  Antimenschenserum  auf 
beide  Blutarten  in  der  gleichen  Weise  wirkt.  Auch 
eine  Unterscheidung  von  Hühner-  und  Taubenblut,  Ka- 
ninchen- und  Hasenblut  war  auf  analoge  Weise  möglich. 
Im  allgemeinen  wird  aber  als  Versuchstier  nur  das 
Kaninchen  in  Frage  kommen. 

Als  Injektionswege  kommen  der  subkutane,  der 
intraperitoneale  und  der  intravenöse  in  Be- 
tracht. Subkutane  Injektionen  sind  nicht  zu  empfehlen, 
da  sie  häufig  zu  schwer  heilenden  Abszessen  führen, 
besonders  bei  Injektion  von  Milch  und  zelligem  Ma- 
terial. Die  wirksamsten  Sera  liefert  die  intravenöse 
Injektion.  Uhlenhut  empfiehlt,  alle  5 — 6 Tage 
1 — 3 ccm  Serum  intravenös  zu  injizieren.  6 Tage  nach 
der  dritten  Injektion  wird  eine  Probeentnahme  ge- 
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macht  und,  wenn  diese  ein  befriedigendes  Resultat 
geliefert  hat,  das  Tier  entblutet.  Sonst  werden  die 
Injektionen  fortgesetzt. 

Nach  meinen  Erfahrungen  hat  sich  eine  im  Paltauf- 
schen  Institut  geübte  Methode  bewährt:  Das  Versuchs- 
tier erhält  1 ccm  Serum  pro  kg  Körpergewicht  intra- 
venös, und  diese  Injektion  wird  nach  4 Wochen  wieder- 
holt. 8 Tage  nach  der  letzten  Einspritzung  wird  das 
Tier  entblutet  und  liefert  fast  ausnahmslos  ein  hoch- 
wirksames  Serum.  Ist  aus  irgendeinem  Grunde  die  intra- 
venöse Injektion  nicht  angängig  (bei  zelligem  Material, 
Überempfindlichkeit),  so  liefert  auch  die  intraperito- 
neale Injektion  ganz  gute  Resultate.  Man  injiziert  als- 
dann alle  5 — 6 Tage  3 — 5 ccm  Eiweiß. 

In  bezug  auf  die  Fähigkeit  der  Präzipitinbildung 
bestehen  bei  den  Kaninchen  nicht  unerhebliche  indi- 
viduelle Differenzen.  Jedenfalls  läßt  sich  die  Präzipitin- 
bildung durch  Steigerung  oder  Häufung  der  injizierten 
Eiweißdosen  nicht  forcieren.  Im  Gegenteil  erreicht 
man  damit  häufig  ein  Absinken  des  Präzipitingehaltes. 
Es  ist  ein  vielfach  verbreiteter  Irrtum,  daß  zur  Er- 
zeugung von  Antikörpern  die  Injektion  steigender  Dosen 
notwendig  sei.  Das  gilt  nur  für  giftige  Substanzen, 
bei  denen  es  nicht  möglich  ist,  von  vornherein  Mengen 
des  Antigens  zu  injizieren,  die  zu  einer  kräftigen  Anti- 
körperbildung ausreichen. 

III.  Konservierung  der  Antisera. 

Antiseptica  sind  zu  vermeiden,  da  diese  die  präzi- 
pitierende  Kraft  der  Sera  schwächen.  Am  besten  ist 
es,  die  sterilen  (event.  durch  Filtration  durch  Berke- 
feldtfilter  sterilisierten)  Sera  im  flüssigen  Zustand  in 
zugeschmolzenen  Glasröhren  aufzubewahren.  Auch  Ein- 
frieren der  Sera  ist  zu  empfehlen. 

v.  Eisler  läßt  0,1  g des  Serums  auf  schwarzem 
Glanzpapier  eintrocknen  und  bewahrt  dies  in  \er- 
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schlossenen  Röhren  über  Ohlorcalcium  auf.  Zui  An- 
stellung der  Reaktion  wird  dann  das  Papier  in  1 ccm 
0,85 proz.  Kochsalzlösung  gebracht. 

IV.  Austitrierung  der  Sera. 

Bei  der  Austitrierung  präzipitierender  Sera  ist 
im  Auge  zu  behalten,  daß  der  Niederschlag  der  Haupt- 
masse nach  dem  Immunserum  entstammt,  daß  also 
dieses  eigentlich  durch  das  Antigen  gefällt  wird.  Damit 
hängt  zusammen,  daß  im  Gegensatz  zu  anderen  Immun- 
seris  die  präzipitierenden  Sera  nur  in  geringem  Grade 
verdünnt  werden  dürfen,  wenn  sie  noch  deutliche 
Präzipitate  liefern  sollen.  Ferner  ist  zu  beachten, 
daß  die  Fällung  an  ein  bestimmtes  Mengenverhältnis 
von  Präzipitin  und  präzipitogener  Substanz  gebunden 
ist.  Ein  Überschuß  präzipitogener  Substanz  hebt  die 
Fällung  auf.  Aus  diesem  Grunde  müssen  Präzipitin- 
versuche stets  quantitativ  angestellt  werden,  wenn 
man  nicht  Gefahr  laufen  will,  eine  etwa  vorhandene 
Fällung  zu  übersehen.  Man  kann  nun  an  einem  prä- 
zipitierenden Serum  zwei  Eigenschaften  bestimmen: 

1.  die  Menge  des  in  ihm  enthaltenen  Präzipitins; 

2.  die  Mengen  des  Antigens,  die  mit  ihm  noch 
nachweisbar  sind. 

Ad  1.  Man  fügt  zu  einer  konstanten  Menge  des 
Antigens,  die  nicht  zu  groß  sein  darf  (Hemmungszone!), 
abfallende  Mengen  des  Immunserums  und  beobachtet, 
bis  zu  welcher  Grenze  noch  eine  Präzipitation  sichtbar 
ist.  Um  nicht  zu  viel  Material  zu  verbrauchen,  empfiehlt 
es  sich,  die  Reaktion  in  kleinen,  etwa  4 cm  langen  und 
0,7 — 0,8  cm  breiten  Reagenzröhrchen  vorzunehmen,  die 
gut  gesäubert  sein  müssen.  Man  kann  dann  mit  sehr 
kleinen  Mengen  arbeiten.  Deutliche  Resultate  werden 
noch  erhalten,  wenn  von  den  Verdünnungen  des  Anti- 
serums und  des  Antigens  Volumina  von  je  0,2  ccm 
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angewandt  werden.  Eine  Austitrierung  verläuft  also 
etwa  folgendermaßen: 

Von  dem  Immunserum  werden  die  Verdünnungen 
1:1,  1:2,  1:4,  1:8,  1:16,  1:32,  1:64,  1:128  angelegt 
(s.  Austitrierung  der  agglutinierenden  Sera  S.  60)  und 
je  0,2  ccm  dieser  Verdünnungen  in  die  Gläschen  ein- 
gefüllt. Zu  jedem  Röhrchen  kommt  dann  noch  0,2  ccm 
des  Antigens  in  der  Verdünnung  1:100. 

Als  Kontrollen  sind  notwendig: 

1.  Antiserum  allein  + Kochsalzlösung  (etwa  die 
ersten  drei  Verdünnungen); 

2.  Antigen  allein  + Kochsalzlösung; 

3.  Normalkaninchenserum  + Antigen. 

Diese  Kontrollen  müssen  vollständig  klar  sein. 

Nutall  und  später  Hamburger  haben  eine  andere 

Methode  zur  quantitativen  Bestimmung  des  Präzipitin- 
gehaltes angegeben.  Sie  messen  die  Menge  des  Nieder- 
schlags, der  durch  eine  bestimmte  Menge  des  Antigens 
in  einem  abgemessenen  Quantum  des  Antiserums  er- 
zeugt wird. 

Näheres  s.  Handb.  d.  Technik  u.  Methodik  d.  Immu- 
nitätslehre von  Kraus  und  Levaditi,  Bd.  2;  Uhlen- 
hut und  Weidanz,  Technik  u.  Methodik  d.  biolog. 
Eiweißdifferenzierungsverf.,  S.  811). 

Hamburger  stellt  die  Reaktion  in  Röhrchen  an, 
die  unten  in  eine  graduierte  Kapillare  ausgezogen 
sind.  Nachdem  der  Niederschlag  sich  gebildet  hat, 
werden  die  Röhrchen  auf  einer  Zentrifuge  mit  be- 
kannter Tourenzahl  eine  bestimmte  Zeit  zentrifugiert 
und  die  Höhe  der  Niederschlagssäule  an  der  Skala  ab- 
gelesen. 

Ad  2.  Diese  Bestimmung  ist  besonders  wichtig 
für  den  forensischen  Blutnachweis  und  wird  in  der 
für  diesen  Zweck  angegebenen  Modifikation  noch 
eigens  beschrieben  werden.  Um  sich  ganz  grob  über 
die  Empfindlichkeit  eines  Immunserums  zu  orientieren. 
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kann  man  das  Antigen  in  ziemlich  großen  Sprüngen 
verdünnen: 

1:1,  1:10,  1:100,  1:1000,  1:10000,  1:100000. 

Von  jeder  Verdünnung  werden  wieder  0,2  ccm  ein- 
gefüllt und  dazu  0,2  ccm  Immunserum  gebracht. 

Kontrollen: 

1.  0,2  ccm  Immunserum  -f-  0,2  ccm  0,85 proz.  Koch- 
salzlösung. 

2.  Je  0,2  ccm  der  ersten  drei  Verdünnungen  des 
Antigens  + 0,2  ccm  0,85proz.  Kochsalzlösung. 

3.  0,2  ccm  normales  Kaninchenserum  -f-  je  0,2  ccm 
der  ersten  drei  Verdünnungen  des  Antigens. 

Gewöhnlich  ist  zu  beobachten,  daß  die  Präzipitation 
im  ersten  Röhrchen  schwach  ist  oder  ganz  ausbleibt 
(Hemmungszone),  bis  zum  dritten  oder  vierten  an 
Stärke  zunimmt,  um  dann  wieder  geringer  zu  werden. 

Die  eingetretene  Reaktion  zeigt  sich  zunächst  in 
einer  hauchartigen  Trübung,  die  allmählich  immer 
stärker  ward  und  schließlich  zu  einem  deutlich  abge- 
setzten Niederschlag  führt.  Die  Reaktionsgeschwindig- 
keit ist  je  nach  der  Stärke  des  Serums  eine  sehr  un- 
gleiche. Die  Reaktion  kann  als  beendet  betrachtet 
werden,  wenn  die  Röhrchen  4 Stunden  bei  37°  und 
über  Nacht  im  Eisschrank  gestanden  haben.  Bakterielle 
Trübungen  pflegen  in  dieser  Zeit  nicht  aufzutreten 
(Kontrollen!),  für  theoretische  Fragen  ist  daher  ein 
Arbeiten  mit  sterilen  Pipetten  und  Gläschen  meist 
nicht  erforderlich. 

V.  Praktische  Anwendungen  der  Präzipitinreaktion. 

1.  Der  forensische  Blutnachweis  (Uhlenhut, 
Wassermann  und  Schütze). 

Die  Methode  beruht  darauf,  daß  das  Serum  von 
mit  Menschenserum  vorbehandelten  Kaninchen  bei  Inne- 
haltung gewisser  quantitativer  Bedingungen  nur  in 


Lösungen  von  Menschenblut  (resp.  Affenblut)  einen 
Niederschlag  erzeugt.  Die  Reaktion  wird  ausgelöst 
durch  die  im  Menschenblut  enthaltenen  Serumeiweiß- 
körper; das  Immunserum  braucht  daher  nur  mit  Serum 
und  nicht  mit  defibriniertem  Blut  erzeugt  zu  werden. 

a)  Bereitung  der  Blutlösung  (nach  Uhlen- 
hut). 

Befindet  sich  das  Blut  an  festen  Gegenständen,  so 
wird  es  abgekratzt  und  mit  0,85  proz.  Kochsalzlösung 
versetzt.  Blutbefleckte  Zeugstücke  werden  ausge- 
schnitten, zerzupft  und  (ohne  Schütteln)  mit  0,85 proz. 
Kochsalzlösung  übergossen.  Die  Dauer  der  Auslaugung 
richtet  sich  nach  dem  Alter  der  Flecken.  Eventuell 
muß  die  Zeit  auf  24  Stunden  ausgedehnt  werden. 
Zum  Gebrauch  muß  die  Lösung  vollständig  klar  sein; 
sie  wird  daher  zunächst  durch  gehärtete  Papierfilter 
und,  wenn  dies  nicht  genügt,  durch  Berkefeldfilter 
filtriert.  Die  Lösung  soll  derartig  beschaffen  sein, 
daß  sie  etwa  einer  Blutverdünnung  von  1:1000  ent- 
spricht. Man  erkennt  dies  daran,  daß  sie  beim  Schütteln 
gerade  noch  einen  Schaum  liefert,  der  stehen  bleibt. 
Sicherer  ist  die  Prüfung  mittels  der  Ivochprobe.  M ird 
1 ccm  der  Flüssigkeit  gekocht  und  mit  einem  Tropfen 
25proz.  Salpetersäure  versetzt,  so  muß  eine  opale- 
szierende Trübung  auftreten.  Ferner  ist  darauf  zu 
achten,  daß  die  Flüssigkeit  neutral  reagiert,  event. 
muß  neutralisiert  werden. 

b)  Die  Prüfung  des  Immunserums. 

Das  Immunserum  muß  nach  Uhlenhut  folgende 
Eigenschaften  erfüllen: 

1.  Klarheit  und  Sterilität. 

2.  Hochwertigkeit. 

3.  Artspezifität. 

Ad  1.  Häufig  sind  Kaninchensera  opaleszierend. 
Diese  sind  nicht  zu  verwenden.  Man  kann  die  Opaleszenz 
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vermeiden,  wenn  man  die  Kaninchen  24  Stunden  vor 
der  Blutentnahme  hungern  läßt.  Es  soll  stets  nur  ein 
Serum,  das  von  einem  Kaninchen  stammt,  benutzt 
werden,  da  beim  Vermischen  mehrerer  Immunsera  bis- 
weilen Fällungen  eintreten.  Eventuell  muß  das  Immun- 
serum durch  Berkefe'.dfilter  filtriert  werden,  doch  sind 
dabei  Verluste  an  wirksamer  Substanz  nicht  zu  ver- 
meiden. 

Ad  2.  Aus  angetrocknetem  Menschenblut  stellt 
man  sich  durch  übergießen  mit  Kochsalzlösung  eine 
Lösung  her,  die  einer  Blutverdünnung  von  1:1000 
entspricht  (s.  o.).  Es  werden  nun  drei  Röhrchen  an- 
gesetzt: In  Röhrchen  I und  II  kommt  je  1 ccm  der 
Blutlösung,  in  Röhrchen  III  die  gleiche  Menge  Koch- 
salzlösung. Zu  Röhrchen  I und  III  läßt  man  dann  am 
Rande  je  0,1  ccm  Immunserum  zufließen.  II  und  III 
bleiben  klar.  In  I muß  sich  spätestens  nach 
5 Minuten  am  Boden  eine  Trübung  zeigen,  die  sich  dann 
durch  die  ganze  Flüssigkeit  verbreitet. 

Ad  3.  In  gleicher  Weise  wie  von  Menschenblut 
werden  noch  von  anderen  Tierblutarten  Blutlösungen 
hergestellt.  Diese  dürfen,  mit  0,1  ccm  Immunserum 
versetzt,  auch  nach  20  Minuten  keine  Trübung  zeigen. 

c)  Ausführung  der  Reaktion: 

Hat  man  sich  die  Lösung  des  Blutfleckes  hergestellt 
und  ein  geeignetes  Immunserum  zur  Verfügung,  so 
werden  folgende  Röhrchen  angesetzt: 

1.  1 ccm  fragliche  Blutlösung  + 0,1  ccm  Anti- 
serum; 

2.  1 ccm  fragliche  Blutlösung  + 0,1  ccm  normales 
Kaninchenserum; 

3.  1 ccm  Menschenblutlösung  + 0,1  ccm  Antiserum; 

4.  1 ccm  fragliche  Blutlösung; 

5.  1 ccm  0,85  proz.  Kochsalzlösung  + 0,1  ccm  Anti- 
serum. 

Friedemann,  Immunitätslehre.  li 
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Der  größeren  Sicherheit  halber  können  auch  noch 
Blutlösungen  anderer  Tierarten  zum  Vergleich  heran- 
gezogen werden. 

In  Röhrchen  I und  III  muß  spätestens  nach  5 Mi- 
nuten eine  Trübung  auftreten.  Die  übrigen  Röhrchen 
müssen  auch  nach  20  Minuten  noch  völlig  klar  sein. 
Es  ist  dann  der  Beweis  erbracht,  daß  es  sich  um 
Menschenblut  handelt,  wenn  Affenblut  nicht  in  Frage 
kommt. 

Hauser  hat  eine  Modifikation  der  forensischen 
Probe  angegeben,  bei  der  man  mit  sehr  kleinen  Mengen 
des  Antiserums  und  der  Blutlösung  auskommt.  Sehr  gut 
gereinigte  Glaskapillaren  (Füllen  mit  Aqua  destillata 
und  Auskochen  über  einer  Flamme)  werden  zunächst 
in  die  Blutlösung  getaucht,  wobei  die  Flüssigkeit  durch 
Kapillarität  aufsteigt,  und  dann  in  der  gleichen  Weise 
in  das  Antiserum  gebracht.  An  der  Berührungsstelle 
beider  Flüssigkeiten  bildet  sich  eine  ringförmige,  hauch- 
artige Trübung. 

Über  eine  weitere  Methode  zum  forensischen  Blut- 
nachweis s.  Komplementbindung. 
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2.  Nachweis  von  Fleischverfälschungen. 


Das  Prinzip  ist  dasselbe  wie  bei  der  forensischen 
Probe,  nur  tritt  an  Stelle  der  Blutlösung  ein  Auszug 
aus  der  Fleischware.  Bei  ganzen  Fleisehstücken  wird 
aus  der  Mitte  des  Fleisches  ein  Stück  herausge- 
schnitten und  mit  0,85  proz.  Kochsalzlösung  (ohne 
Schütteln!)  ausgelaugt.  Ist  das  Fleisch  durch  Salz  kon- 
serviert, so  empfiehlt  sich  vorheriges  Auslaugen  mit 
destilliertem  Wasser.  Bei  Wurst  wird  in  ähnlicher 
Weise  verfahren;  doch  kann  es  bei  sehr  fetten  Würsten 
nötig  sein,  eine  Extraktion  mit  Äther  vorhergehen 
zu  lassen.  Meist  handelt  es  sich  um  den  Nachweis  von 
Pferdefleisch. 
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Zur  Erzeugung  der  präzipitierenden  Sera  benutzt 
man  nach  Uhlenhut  entweder  den  oben  beschriebenen 
Fleischsaft  oder  defibriniertes  Blut. 

Ausführung  der  Reaktion  siehe  forensischer  Blut- 
nachweis. 


V.  Komplementbindung. 

I.  Zum  Nachweis  von  Eiweißantigen  und  Eiweiß- 
ambozeptoren  (nach  Rickmann). 

Zur  Anstellung  der  Reaktion  sind  folgende  Reagentien 
nötig: 

1.  Gewaschenes  Rinderblut  (resp.  eine  andere 
Blutart), 

2.  Serum  eines  gegen  Rinderblut  immunisier- 
ten Kaninchens  lj 2 b.  auf  56°  erwärmt  — 
Ambozeptor, 

3.  Frisches  Meerschweinebenserum  — Kom- 
plement, 

4.  Eiweißantigen  (z.  B.  Menschenserum), 

5.  Serum  eines  gegen  Menschenserum  immunisierten 
Kaninchens. 

Der  Ausführung  des  eigentlichen  Versuches  hat 
eine  genaue  Austitrierung  des  hämolytischen  Systems 
vorauszugehen. 

Zu  diesem  Zweck  kommt  in  eine  Anzahl  von 
Röhrchen  je  1 ccm  5proz.  Rinderblut,  0,1  ccm  Kom- 
plement und  abfallende  Mengen  Ambozeptor.  Das 
Rinderblut  muß  mindestens  zwei-  bis  dreimal  mit 
größeren  Mengen  0,85  proz.  Kochsalzlösung  gewaschen 
sein.  Das  Volum  wird  überall  mit  Kochsalzlösung  auf 
5 ccm  gebracht.  Nach  2stündigem  Aufenthalt  bei  37° 
(event.  nach  Absetzen  der  ungelösten  Sedimente  im 
Eisschrank)  wird  das  Resultat  notiert  (s.  folgende 
Tabelle): 
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Für  den  Versuch  wird  nun  ein  l'/s — 2fach6s  Mul- 
tiplum  der  gerade  komplett  lösenden  Dosis,  in  diesem 
Fall  also  0,001  ccm  Ambozeptor,  gewählt.  Für  diese 
Ambozeptormenge  wird  nun  der  Komplementbedaif 
bestimmt  (3.  Tabelle  II). 
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Ambozeptor  Komplement 

Binderblut 

Hämolyse 
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Volum  wiederum  5 ccm.  Dauer  des  Versuches  2 ’n. 

bei  37°.  . 

Für  den  Bindungsversuch  wird  nun  wiederum  die 

—2  fache  Menge,  in  diesem  Fall  also  0,1  ccm  ge- 
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wählt.  Das  hämolytische  System  besteht  also  aus 
folgenden  Teilen: 

Ambozeptor  0,001  ccm 
Komplement  0,1  „ 

llinderblut  5%  1 » 

Die  genaue  Austitrierung  des  hämolytischen  Systems 
ist  unbedingt  erforderlich,  weil  bei  Anwendung  über- 
schüssiger Ambozeptor-  oder  Komplementmengen  die 
Komplementbindung  ausbleiben  kann. 

Nunmehr  muß  die  Wirksamkeit  des  Eiweißanti- 
serums bestimmt  werden.  Da  für  die  später  zu  be- 
sprechende forensische  Anwendung  vom  Menschenserum 
noch  mindestens  1 ccm  in  der  Verdünnung  1:10000 
nachweisbar  sein  muß,  so  empfiehlt  Rickmann  ab- 
fallende Mengen  des  Antiserums  mit  1 ccm  Menschen- 
serum (1:10000)  und  dem  hämolytischen  System  zu 
versetzen.  Außerdem  muß  die  gleiche  Reihe  angesetzt 
werden,  bei  der  nur  das  Menschenserum  fehlt.  Es 
kommt  nämlich  häufig  vor,  daß  die  Eiweißantisera 
in  größeren  Mengen  an  sich  ablenken. 

Die  Reihenfolge  der  Zusätze  ist  nun  die,  daß  zuerst 
Antiserum,  Eiweißantigen  und  Komplement  gemischt 
und  1 h.  bei  37°  gehalten  werden.  Dann  erfolgt  überall 
Zusatz  von  1 ccm  Rinderblut  5 1’roz.  und  0,001  ccm 
Ambozeptor. 

Nach  weiteren  2 h.  bei  37°  wird  das  Resultat 
notiert  (s.  Tabelle  III). 

Für  den  eigentlichen  Ablenkungsversuch  wird  nun 
wiederum  eine  Menge  des  Antiserums  gewählt,  welche 
zwar  sicher  ablenkt,  aber  nicht  zu  weit  über  der 
unteren  Grenze  liegt,  in  unserem  Falle  also  etwa 
0,035  ccm. 

Nunmehr  wird  der  Ablenkungsversuch  angesetzt. 
Zur  Kontrolle  der  Spezifität  wird  der  Versuch  außer 
mit  Menschenserum  auch  mit  Schw'eineserum  aus- 
geführt: 
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Es  wird  0,035  ccm  Antiserum  mit  0,1  ccm  Meer- 
schweinchenserum und  abfallenden  Mengen  Menschen- 
serum resp.  Schweineserum  gemischt  und  1 Stunde 
bei  37°  gehalten.  Dann  erfolgt  Zusatz  von  1 ccm  5proz. 


Tabelle  III. 


Antiserum 

Ambo- 

zeptor 

Kom- 

plement 

Kinder- 
blut 5°|o 

-f-  0,0001  ccm 
Menschen* 
serum 

Kein 

Menschen- 

serum 

ccm 

ccm 

ccm 

0,1 

0,001 

0,1 

i 

Spürchen 

komplett 

0,075 

0,001 

0,1 

i 

n 

0,05 

0,001 

0.1 

i 

0 

n 

0,035 

0,001 

0,1 

i 

0 

n 

0,02b 

0,001 

0,1 

i 

0 

n 

0,02 

0,001 

0,1 

i 

Spur 

n 

0,015 

0,001 

0,1 

i 

wenig 

n 

0,01 

0.001 

0,1 

i 

T) 

n 

— 

0,001 

0,1 

> 

komplett 

n 

Tabelle  IV 

Kom- 

Ambo- 

Rinder- 

Menschen- 

Schweine- 

Antigen 

plemeut 

zeptor 

blut  5'% 

serum 

serum 

0,1 

0.1 

0,001 

1 ccm 

0 

komplett 

0,01 

0.1 

0,001 

1 „ 

0 

W 

0,001 

0,1 

0,001 

1 * 

0 

r.  ■ 

0,0001 

0,1 

0,001 

1 « 

0 

n 

0,00001 

0,1 

0,001 

1 „ 

Spur 

n 

— 

0,1 

0,001 

1 n 

komplett 

” 

Rinderblut  und  0,001  ccm  Ambozeptor.  Das  Resultat 
wird  wiederum  nach  2stiindigem  Aufenthalt  bei  37 
abgelesen  (s.  Tabelle  IV). 

Es  ist  notwendig,  sich  bei  jedem  Versuch  durch 
Kontrollen  wieder  davon  zu  überzeugen,  daß  weder 
Antikörper  noch  Antigen  an  sich  ablenken  und  daß 
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das  hämolytische  System  vollständige  Lösung  her- 
beifUhrt. 

Die  Methode  der  Komplementbindung  gestattet, 
Eiweiß  in  noch  weit  geringeren  Mengen  nachzuweisen 
als  die  direkte  Präzipitinmethode,  auch  ist  sie  nach 
Itickmann  strenger  spezifisch.  Ein  Nachteil  für 
forensische  Zwecke  ist  ihre  Kompliziertheit  und  der 
Umstand,  daß  häufig  die  Auszüge  aus  Gegenständen, 
die  das  Menschenblut  enthalten,  an  sich  komplement- 
bindend wirken  (Uhlenhut). 

II.  Zum  Nachweis  von  Antikörpern  gegen  Bakterien. 

Der  Versuch  wird  in  ähnlicher  Weise  ausgeführt 
wie  der  zum  Nachweis  von  Eiweißantigen,  nur  daß  an 
dessen  Stelle  die  Bakterien  treten.  Da  es  ferner 
nur  auf  eine  quantitative  Bestimmung  der  Antikörper 
ankommt,  so  werden  konstante  Mengen  der  Bakterien- 
aufschwemmung mit  abfallenden  Mengen  des  Anti- 
serums versetzt. 

Es  sind  für  diesen  Versuch  erforderlich: 

1.  Iiinderblut  (resp.  andere  Blutart),  £ 

2.  Serum  eines  gegen  Iiinderblut  immunisier-  ■§ 

ten  Kaninchens  >/*  h.  auf  56°  erwärmt  — •££ 

Ambozeptor,  g £ 

3.  Frisches  MeerschweinchenBerum  — Korn-  | 

plement,  . ® 

4.  Bakterienaufschwemmung, 

5.  Antiserum  gegen  die  Bakterien  (baktericides  oder 
agglutinierendes  Serum). 

Ad  4.  Die  Bakterienaufschwemmung  kann  man 

sich  herstellen  durch  Verreiben  von  Agarkultur  in 
0,85proz.  Kochsalzlösung  mit  der  Platinöse.  Wasser- 
mann und  Bruck  verwenden  einen  mittels  destillierten 
Wassers  aus  Bakterien  hergestellten  Schüttelextrakt. 
Doch  scheint  es  darauf  nicht  wesentlich  anzukommen. 

Es  wird  nun  zuerst  wiederum  das  hämolytische 
System  austitriert  (s.  vorher). 


Dann  werden  abfallende  Mengen  der  Bakterien- 
aufschwemmung zu  0,1  ccm  Meerschweinchenserum 
(s.  vorher)  gefügt,  • die  Mischung  1 h.  bei  37°  ge- 
halten und  dann  Ambozeptor  und  Blut  hinzugefügt. 
Es  zeigt  sich  dabei,  daß  die  Bakterienaufschwemmung 
meistens  an  sich  Komplement  bindet.  Um  ganz  sicher 
zu  gehen,  nimmt  man  eine  Menge,  die  viermal  kleiner 
ist  als  die  gerade  noch  hemmende  Dosis,  vermischt 
diese  mit  abfallenden  Mengen  Antiserum  und  0,1  ccm 
Komplement,  läßt  1 h.  bei  37°  stehen  und  fügt  Ambo- 
zeptor und  Blut  hinzu.  Als  Kontrolle  wird  eine  Reihe 
angesetzt,  welche  ebenfalls  Antiserum  und  hämolytisches 
System,  aber  keine  Bakterienaufschwemmung  enthält. 
Wegen  der  Einzelheiten  s.  S.  83. 


VI.  Serodia^nostik  der  Lues. 

I.  Ursprüngliche  Methode  von  Wassermann  und  seinen 
Mitarbeitern. 

a)  Herstellung  der  wässerigen  Extrakte 
aus  luetischen  Lebern.  Abgewogene  Stücke  der 
Lebern  luetischer  Föten  werden  mit  der  Schere  zer- 
schnitten, 1 Teil  Organsubstanz  mit  4 Teilen  0,85  proz. 
Kochsalzlösung,  die  0,5  Proz.  Phenol  enthält,  versetzt 
und  24  h.  lang  auf  der  Schüttelmaschine  geschüttelt. 
Nach  eigenen  Erfahrungen  ist  es  am  zweckmäßigsten, 
die  Organstückchen  in  dem  Extrakt  zu  belassen  und 
diesen  so  im  Eisschrank  aufzubewahren.  Für  den  jedes- 
maligen Gebrauch  wird  dann  eine  kleine  Portion  des 
Extraktes  bis  zur  möglichsten  Klarheit  zentrifugiert. 
Nach  Citron  sollen  die  Extrakte  allerdings  haltbarer 
sein,  wenn  die  Organstücke  von  vornherein  durch 
Zentrifugieren  entfernt  und  auch  ein  Aufrühren  der 
bei  der  Aufbewahrung  sich  bildenden  Niederschläge 
vermieden  wird. 
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Um  das  Material,  welches  zur  Herstellung  der 
Extrakte  dient,  länger  konservieren  zu  können,  sind 
verschiedene  Modifikationen  empfohlen  worden.  Mor- 
genroth  und  Stertz  heben  die  Organstücke  im  ein- 
gefrorenen Zustand  im  ,,Frigo“  auf.  Zum  jedesmaligen 
Gebrauch  werden  kleine  Stücke  mit  Seesand  zerrieben 
und  mit  4 Teilen  Phenolkochsalzlösung  daraus  ein 
Extrakt  bereitet.  Schütteln  ist  nach  Ansicht  der 
Autoren  bei  diesem  Verfahren  nicht  nötig. 

Marie  und  Levaditi  trocknen  die  fein  verriebenen 
Lebern  im  Vakuum  zu  einem  Pulver  ein.  Aus  diesem 
wird  durch  24stündige  Extraktion  mit  Phenolkochsalz- 
lösung der  Extrakt  hergestellt. 

Eine  Aufbewahrung  der  pheno'.haltigen  Extrakte  im 
eingefrorenen  Zustand  ist  unstatthaft! 

b)  Bearbeitung  und  Konservierung  der  Sera. 
Das  vollständig  klare  Serum  muß  möglichst  bald  nach 
der  Entnahme  eine  halbe  Stunde  auf  56"  erwärmt  werden. 
Es  ist  sorgfältig  darauf  zu  achten,  daß  die  Temperatur 
nicht  höher  steigt,  weil  sonst  die  Sera  leicht  die 
Eigenschaften  annehmen,  an  sich  zu  hemmen.  Dasselbe 
kann  eintreten,  wenn  die  Sera  vor  der  Inaktivierung 
längere  Zeit  aufbewahrt  werden. 

Nach  der  Inaktivierung  können  die  Sera,  mit 
0,5  Proz.  Phenol  versetzt,  im  Eisschrank  aufbewahrt 
werden.  Sie  sind  jedoch  nicht  unbegrenzt  haltbar, 
sondern  können  allmählich  ihre  Reaktionsfähigkeit  ein- 
büßen. 

c)  Die  Ausführung  der  Reaktion.  Nach  der 
ursprünglichen  Angabe  von  Wassermann  sind  folgende 
Reagentien  zur  Ausführung  der  Reaktion  notwendig: 

1.  5°/oiges  gewaschenes  Hammelblut,  i * 

2.  Serum  eines  gegen  Hammelblut  immunisier-  |-|  jj 
ten  Kaninchens  (*/ gh.  auf  56°  erwärmt),  2-3" 

3.  Meerschweinchenserum,  J ~ - 

4.  Serum  des  zu  untersuchenden  Falles  ( 1/gh . auf  56° 

erwärmt),  * 
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5.  Serum  einer  sicher  luetischen  Person  (l/*h.  auf  56° 

erwärmt), 

6.  Serum  einer  sicher  nicht  luetischen  Person  (l/8  h. 

auf  56°  erwärmt), 

7.  Extrakt  aus  einer  luetischen  Leber, 

8.  Extrakt  aus  einer  normalen  Leber. 

Zunächst  erfolgt  wieder  eine  Austitrierung  des 
hämolytischen  Systems.  Zu  diesem  Zweck  wird  0,1  ccm 
frisches  Meerschweinchenserum  mit  abfallenden  Mengen 
des  inaktivierten  Hammelkaninchenserums  und  je  1 ccm 
5proz.  Hammelblut  versetzt  (Volum  5 ccm)  (s.  S.  84). 
Nach  2 Stunden  wird  das  Resultat  notiert  und  ein  zwei- 
bis  dreifaches  Multiplum  der  gerade  noch  komplett 
lösenden  Dosis  für  den  Versuch  gewählt. 

An  die  Brauchbarkeit  des  Extraktes  stellt  Wasser- 
mann folgende  Bedingungen: 

1.  Der  Extrakt  darf  in  der  Menge  von  0,4  ccm, 
0,2  ccm  und  0,1  ccm  an  sich  nicht  die  Hämolyse 
hemmen. 

2.  Der  Extrakt  muß  in  den  Mengen  von  0,2  ccm 
und  0,1  ccm  mit  0,2  ccm  sicher  luetischem  Serum 
komplette  Hemmung  ergeben. 

3.  Der  Extrakt  darf  in  den  Mengen  von  0,2  ccm 
und  0,1  ccm  mit  0,2  ccm  normalem  Serum  keine 
Hemmung  zeigen. 

Da  die  Extrakte  sich  während  der  Aufbewahrung 
stark  ändern  können,  so  müssen  die  genannten  Kon- 
trollen bei  jedem  Versuch  mit  durchgeführt  werden. 

Ferner  muß  durch  Kontrollen  festgestellt  wrerden, 

daß: 

1.  das  Serum  des  Patienten  in  den  Mengen  von 
0,4  ccm  und  0,2  ccm  nicht  an  sich  die  Hämolyse 
hemmt; 

2.  das  Serum  des  Patienten  mit  dem  Extrakt  aus 
normalen  Lebern  in  den  gleichen  Mengen  keine 
Hemmung  zeigt; 
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3.  das  hämolytische  System  an  sich  komplette 
Hämolyse  herbeiführt; 

4.  das  Hammelblut  in  Kochsalzlösung  nicht  hämo- 
lytisch wird. 

Eine  diagnostische  Untersuchung  gestaltet  sich 
also  nach  Wassermann  wie  aus  der  Tabelle  auf  S.  92 
ersichtlich. 

In  allen  Röhrchen  wird  das  Volum  mit  Kochsalz- 
lösung auf  3 resp.  4 ccm  gebracht.  Nach  Umschütteln 
verbleiben  die  Proben  1 Stunde  bei  3i°;  dann  erfolgt 
Zusatz  von  je  1 ccm  Hammelblut  5 Proz.  und  der  be- 
rechneten Menge  Ambozeptor.  Am  besten  wird 
wiederum  vorher  die  für  den  ganzen  Versuc-h  not- 
wendige Blutmenge  mit  der  berechneten  Ambozeptor- 
dosis versetzt. 

Handelt  es  sich  um  ein  positives  Serum  und  stimmen 
alle  Kontrollen,  so  muß  in  allen  Röhrchen  außer  den 
Nr.  1,  2,  5 und  6 komplette  Hämolyse  eingetreten  sein. 
In  5 und  6 darf  gar  keine  Hämolyse  erfolgen,  in  1 
und  2 je  nach  der  Stärke  des  Serums  partielle  Hämolyse 
oder  ebenfalls  vollständiges  Fehlen  der  Hämolyse.  Bei 
einem  negativen  Fall  ist  hingegen  auch  in  1 und  2 die 
Hämolyse  komplett. 

Die  Reaktion  wird  unterbrochen,  wenn  in  allen 
Kontrollen  komplette  Hämolyse  eingetreten  ist.  Das 
Resultat  wird  dann  entweder  sofort  oder  nach  einem 
etwa  20stündigen  Aufenthalt  im  Eisschrank  notiert. 

Die  ursprünglich  von  Wassermann  angegebene 
Vorschrift  muß  auf  Grund  der  inzwischen  gesammelten 
Erfahrungen  einige  Modifikationen  erleiden. 

Zunächst  dürfte  die  Kontrolle  mit  dem  Extrakte 
normaler  Lebern  heute  nicht  mehr  als  unbedingt  nötig 
angesehen  werden,  nachdem  es  sich  gezeigt  hat,  daß 
in  größeren  Mengen  auch  die  Extrakte  normaler  Lebern 
die  Reaktion  geben,  und  nachdem  es  so  gut  wie  sicher- 
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gestellt  ist,  daß  die  in  den  Lebern  wirksame  Substanz 
mit  dem  Erreger  der  Lues  nichts  zu  tun  hat. 

Viel  wichtiger  ist  es  jedoch,  daß  die  zur  Beur- 
teilung der  Extrakte  angegebenen  Kontrollen  nicht 
ausreichen.  Es  hat  sich  nämlich  herausgestellt,  daß 
es  sowohl  bei  den  Extrakten  wie  bei  den  Seris  alle 
Übergänge  von  den  unwirksamen  zu  den  stark  wirk- 
samen gibt.  Ein  Beispiel  mag  dies  erläutern.  Es 
seien  vorhanden  die  Extrakte  A und  B und  die  drei 
Sera  X,  Y und  Z.  Es  wird  zunächst  der  Extrakt  A 
untersucht.  Derselbe  ergibt  mit: 

X komplette  Hemmung 

Y partielle  Hämolyse 

Z komplette  Hämolyse. 

Da  X komplette  Hemmung  ergibt,  wird  der  Extrakt 
als  brauchbar  angesehen  und  Serum  Z daher  als  ne- 
gativ betrachtet. 

Nunmehr  werden  dieselben  Sera  mit  Extrakt  L 
untersucht  und  zeigen  folgendes  Resultat: 

X komplette  Hemmung 

Y komplette  Hemmung 

Z partielle  Hämolyse. 

Serum  Z ist  also  mit  Extrakt  B positiv,  mit  Ex- 
trakt A negativ,  obwohl  nach  der  Kontrolle  mit 
Serum  X Extrakt  A als  brauchbar  zu  bezeichnen  ist. 
Es  kann  sich  nun  sehr  wohl  ein  Extrakt  E finden,  der 
auch  noch  mit  einem  Serum  positiv  reagiert,  das 
mit  Extrakt  B ein  negatives  Resultat  ergeben  hatte. 

Die  ursprünglich  von  Wassermann  angegebenen 
Kontrollen  bieten  daher  wohl  eine  Gewähr  dafür,  daß 
bei  gesunden  Personen  nicht  fälschlich  die  Diagnose  auf 
Lues  gestellt  wird,  sie  lassen  aber  immer  die  Möglich- 
keit offen,  daß  ein  negativ  befundenes  Serum  mit 
einem  andern  Extrakt  ein  positives  Resultat  liefert. 
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Diese  Schwierigkeit  ist  nicht  ganz  zu  umgehen. 
Man  kann  niemals  sicher  sein,  daß  es  nicht  Extrakte 
gibt,  die  in  einem  höheren  Prozentsatz  der  Fälle 
ein  positives  Resultat  liefern  als  der  benutzte.  Es  muß 
aber  stets  das  Bemühen  sein,  mit  den  Anforderungen  an 
einen  Extrakt  nicht  unter  ein  gewisses  Maß  zu  gehen. 
Die  Beurteilung  der  Extrakte  gestaltet  sich  am  besten 
folgendermaßen: 

Man  hält  sich  eine  Anzahl  Sera,  welche  gegenüber 
dem  vorhandenen  Extrakt  alle  Abstufungen  von  kom- 
pletter Hemmung  bis  zu  kompletter  Hämolyse  zeigen. 
Nunmehr  beschafft  man  sich  eine  Reihe  anderer  Ex- 
trakte, unter  denen  sofort  alle  diejenigen  ausgeschaltet 
werden,  welche  nicht  mindestens  so  gut  wirksam  sind 
wie  der  bisher  benutzte.  Bisweilen  wird  sich  aber 
auch  ein  Extrakt  finden,  welcher  wirksamer  ist, 
d.  h.  dort  noch  komplette  Hemmung  zeigt,  wo  der  erste 
Extrakt  nur  partielle  Hämolyse  ergab,  oder  aber  noch 
eine  gewisse  Hemmung,  wo  der  erste  Extrakt  voll- 
ständig versagte.  Dieser  Extrakt  wird  dann  benutzt 
und  auch  bei  der  Auswahl  neuer  Extrakte  als  Grund- 
lage der  Beurteilung  gewählt. 

Dieses  Verfahren  ist  sehr  kompliziert  und  setzt 
ein  Laboratorium  voraus,  in  dem  regelmäßig  größere 
Mengen  von  Seris  untersucht  werden.  Es  ist  aber 
vorläufig  nicht  zu  umgehen,  wenn  brauchbare  Resultate 
erzielt  werden  sollen. 

Vielleicht  wird  es  einmal  zu  erreichen  sein,  daß 
Institute,  welche  über  ihr  Material  eine  dauernde  Kon- 
trolle haben,  Standardsera  und  Standardextrakte  ab- 
geben. Es  wäre  dann  vielleicht  möglich,  durch  die 
kleinste  Menge  Extrakt,  welche  mit  einem  bestimmten 
Serum  noch  vollständige  Hemmung  ergibt,  ein  Urteil 
über  die  Stärke  des  Extraktes  zu  gewinnen.  Syste- 
matische Untersuchungen  in  dieser  Richtung  liegen 
bisher  nicht  vor.  Auch  dürfte  der  Einführung  der- 
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artiger  Standardflüssigkeiten  die  leichte  Veränderlich- 
keit der  Reagentien  vorläufig  unüberwindliche  Schwie- 
rigkeiten in  den  Weg  legen. 

II.  Modifikationen  der  Wassermannschen  Reaktion. 

A.  Ersatz  der  wässerigen  Extrakte  aus 
luetischen  Lebern. 

a)  Alkoholische  Extrakte  au3  luetischen 
Lebern.  Nach  Porges  und  Meier  werden  die  zer- 
kleinerten syphilitischen  Lebern  mit  der  fünffachen 
Gewichtsmenge  absoluten  Alkohols  24  Stunden  ex- 
trahiert, das  Filtrat  wird  im  Vakuum  bei  40°  bis  zur 
sirupartigen  Konsistenz  eingedarapft.  Von  dem  Rück- 
stand wird  dann  1 Teil  mit  100  Teilen  Phenolkoehsalz- 
lösung  (s.  S.  89)  verrieben.  Von  dem  so  bereiteten 
Extrakt  wird  die  unterhemmende  Dosis  bestimmt  und 
von  dieser  die  Hälfte  benutzt. 

L.  Michaelis  hat  gezeigt,  daß  es  nicht  nötig 
ist,  den  Alkohol  zu  verjagen,  sondern  daß  man  die 
alkoholische  Lösung  direkt  benutzen  kann.  Die  meisten 
Angaben  in  der  Literatur  beziehen  sich  auf  dies  letztere 
Verfahren. 

über  die  Vorteile  und  Nachteile  der  alkoholischen 
Extrakte  dürfte  ein  abschließendes  Urteil  noch  nicht 
zu  fällen  sein.  Jedenfalls  hat  sich  die  Hoffnung,  daß 
die  alkoholischen  Extrakte  sich  unverändert  halten 
würden,  nicht  erfüllt.  Auch  sie  können  bei  der  Auf- 
bewahrung unwirksam  werden.  Vor  allem  sind  die 
folgenden  zwei  Fehlerquellen  zu  berücksichtigen: 

1.  Die  Extrakte  dürfen  nicht  im  Eisschrank  auf- 
bewahrt werden,  sondern  sind  bei  Zimmertemperatur 
zu  halten,  da  sie  in  der  Kälte,  bisweilen  sehr  schnell, 
unwirksam  werden  können.  (Blank  und  Friedemann.) 

2.  Bei  dem  Ansetzen  der  Verdünnungen  sind  bei  der 
Verwendung  der  a’koho  ischen  Lösungen  gewisse  Kau- 
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telen  zu  beobachten.  Sachs  und  Rondo ni  haben  be- 
obachtet, daß  die  Trübung,  welche  die  alkoholischen 
Extrakte  beim  Vermischen  mit  Kochsalzlösung  ergaben, 
in  ihrer  Intensität  abhängig  ist  von  der  Geschwindig- 
keit, mit  der  die  Kochsalzlösung  zugesetzt  wird.  Bei 
langsamem  Zusatz  entstehen  trübe  Lösungen,  bei 
schnellem  fast  klare.  Es  hat  sich  nun  gezeigt,  daß 
die  trüben  Lösungen  bei  der  Wasser  mann  sehen 
Reaktion  viel  wirksamer  sind  als  die  klaren.  Allerdings 
sind  die  Unterschiede  nicht  bei  allen  Extrakten  in 
gleicher  Weise  ausgeprägt. 

Es  ist  ein  unbedingtes  Erfordernis,  bei  allen  Ver- 
suchen Mischungen  von  gleichmäßiger  Trübung  zu  er- 
halten. Deshalb  ist  es  nötig,  vor  dem  Versuch,  den 
alkoholischen  Extrakt  mit  Kochsalzlösung  zu  verdünnen 
(1  Teil  Extrakt,  3 — 5 Teile  Kochsalzlösung).  Wie 
schnell  die  Kochsalzlösung  zugesetzt  wird,  muß  sich 
ganz  nach  der  Beschaffenheit  des  Extraktes,  vor  allem 
der  beim  Vermischen  entstehenden  Trübung  richten. 
Jedenfalls  muß  aber  die  Geschwindigkeit  des  Koch- 
salzlösungszusatzes bei  ein-  und  demselben  Extrakt 
in  allen  Versuchen  dieselbe  sein. 

b)  Wässerige  und  alkoholische  Extrakte 
aus  normalen  Lebern.  Auch  normale  Lebern  liefern 
Extrakte,  die,  allerdings  nur  in  größeren  Mengen,  mit 
Luetikerserum  Hemmungen  der  Hämolyse  ergeben.  Eine 
praktische  Bedeutung  kommt  diesen  Extrakten  nicht  zu. 

c)  Alkoholischer  Extrakt  aus  Meerschwein- 
chenherz (Landsteiner,  Müller  und  Pötzl).  Das  vom 
Blut  befreite- Herz  wird  in  einer  Reibschale  zerrieben 
und  lg  des  Breis  mit  50 ccm  95proz.  Alkohol  mehrere 
Stunden  bei  60°  erwärmt.  Das  Filtrat  kann  direkt  be- 
nutzt werden.  Am  besten  wird  man  wiederum  die 
Hälfte  der  unterhemmenden  Dosis  verwenden. 

Die  Extrakte  geben  nach  den  Erfahrungen  der 
meisten  Autoren  gute  Resultate.  Allerdings  gibt  Plaut 
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eine  Tabelle  an,  nach  welcher  der  Meerschweinchen- 
extrakt bedeutend  hinter  dem  wässerigen  Leberextrakt 
zurücksteht.  Es  ist  aber  sehr  möglich,  daß  wie  bei 
den  luetischen  Leberextrakten  auch  bei  den  Ilerz- 
extrakten  die  Wirksamkeit  eine  ungleiche  ist.  Weitere 
Erfahrungen  sind  abzuwarten. 

d)  Lecithin  (Porges  und  Meier),  oleinsaures 
Natrium  (Sachs  und  Altmann),  gallensaure 
Salze  (Levaditi).  Alle  diese  Stoffe  geben  bei  An- 
wendung geeigneter  Mengen  mit  Luetikerserum  Hem- 
mung der  Hämolyse.  Für  die  praktische  Anwendung 
eignen  sie  sich  jedoch  nicht,  und  ich  begnüge  mich 
daher  mit  dem  Hinweis  auf  die  Angaben  in  der  Literatur. 

e)  Künstlicher  Extrakt  von  Sachs  und  Ron- 
do ni.  Die  Autoren  empfehlen  einen  der  folgenden 
beiden  Extrakte: 

Extrakt  A: 

Oleinsaures  Natrium  2.5 

Lecithin  2,5 

Ölsäure  0,75 

Aqua  destillata  12,5 

Alkohol  ad  1000,0 

Extrakt  B: 

Oleinsaures  Natrium  1,0 

Lecithin  1,0 

Ölsäure  1,6 

Aqua  destillata  5,0 


Alkohol 


ad  1000,0 


Als  Reagentien  sind  zu  verwenden: 

Oleinsaures  Natrium  (Kahlbaum), 

Lecithin  Merk-Darmstadt, 

Ölsäure  (Marke  Kahlbaum)  Kahlbaum-ßerlin. 

Bei  der  Bereitung  der  Extrakte  ist  folgendes  Ver- 
fahren zu  beobachten: 

Zunächst  werden  lproz.  Lösungen  von  Lecithin 
und  von  oleinsaurem  Natrium  in  Alkohol  hergestellt. 
Friedemann,  Immunitätslehre.  7 
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Das  Lecithin  wird  einfach  in  absolutem  Alkohol  gelöst. 
Von  dem  oleinsauren  Natrium  werden  langsam  1 g 
mit  5 ccm  Aqua  destillata  in  einer  Reibschale  ver- 
rieben. Dazu  werden  95  ccm  absoluten  Alkohols  gesetzt. 

Herstellung  von  Extrakt  A:  300ccm  lproz. 
alkoholischer  Lecithinlösung  und  300  ccm  1 proz.  alko- 
holischer Seifenlösung  werden  gemischt.  Nach  Fil- 
tration durch  Papierfilter  500  ccm  mit  500  ccm  Al- 
kohol. absol.  gemischt  und  mit  der  Pipette  0,75  ccm 
Ölsäure  eingeblasen.  (Nachspiilen  der  Pipette  mit 
Alkohol!) 

Herstellung  von  Extrakt  B:  150 ccm  lproz. 
alkoholischer  Lecithinlösung  und  150 ccm  lproz.  alkoho- 
lischer Seifenlösung  werden  gemischt,  vom  Filtrat 
200  ccm  mit  800  ccm  Alkohol,  absol.  versetzt.  Zusatz 
von  1,5  ccm  Ölsäure. 
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Zum  Ansetzen  des  Versuches  wird  der  Extrakt  mit 
0,85 proz.  Kochsalzlösung  im  Verhältnis  1:5  verdünnt, 
und  zwar  werden  zu  2 ccm  Extrakt  tropfenweise  8 ccm 
Kochsalzlösung  unter  Schütteln  zugesetzt. 

Die  Ausführung  der  Reaktion  ist  an  die  Inne- 
haltung ganz  bestimmter  quantitativer  Bedingungen 
gebunden,  da  in  größeren  Mengen  der  Extrakt  an 
sich  antikomplementär  wirkt. 

Sachs  und  Rondoni  verwenden  von  allen  Re- 
agentien  nur  die  Hälfte  der  sonst  üblichen  Mengen. 
Also:  Meerschweinchenserum  0,05,  Patientenserum  0,05 
bis  0,1  ccm,  Hammelblut  5 Proz.  0,5  ccm  und  eine  ent- 
sprechend berechnete  Ambozeptormenge.  Das  Volum 
beträgt  2,5  ccm. 

Unter  diesen  Bedingungen  sind  von  dem  Extrakt 
anzuwenden: 


0,4  — 0,25  — 0,15  ccm. 
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Im  übrigen  wird  die  Reaktion  in  der  bereits  ge- 
schilderten Weise  ausgeführt.  Durch  besondere  Kon- 
trollen ist  festzustellen,  daß  der  Extrakt  nicht  in 
einer  Menge,  die  doppelt  so  groß  wie  die  kleinste 
ablenkende  Dosis  ist,  auch  ohne  Serum  die  Hämolyse 
hemmt.  Zu  diesem  Zweck  sind  die  folgenden  Kon- 
trollen anzusetzen,  in  denen  außer  dem  Extrakt  und 
.Meerschweinchenserum  Ambozeptor  und  Hammelblut 
enthalten  ist: 

Extrakt:  0,8  — 0,65  — 0,5  — 0,3  ccm 

H.  Änderungen  in  der  Anordnung  des  Versuch  es. 

Die  bisher  geschilderten  Methoden  haben  den  Nach- 
teil, daß  sie  für  den  in  der  Ausführung  der  Immunitäts- 
reaktionen Ungeübten  etwas  kompliziert  sind.  Vor 
allem  haben  sich  die  Bemühungen  dahin  gerichtet,  die 
Benutzung  des  hämolytischen  Immunserums  zu  umgehen. 

a)  Methode  von  Bauer.  Das  Prinzip  der  Me- 
thode basiert  auf  der  Tatsache,  daß  menschliches 
Serum  in  der  Menge  von  0,2  ccm  genügende  Mengen 
von  Normalambozeptoren  für  Hammelblut  enthält,  um 
zusammen  mit  0,1  ccm  frischem  Meerschweinchenserum 
(Komplement)  1 ccm  oproz.  Hammelblut  komplett  zu 
lösen.  Die  Reaktion  wird  also  ganz  in  der  gleichen 
Weise  wie  nach  Wassermann  angestellt,  nur  fällt 
später  der  Zusatz  von  hämolytischem  Immunserum  fort. 

Ein  Übelstand  der  Methode  ist  es,  daß  die  mensch- 
lichen Sera  einen  sehr  ungleichen  Gehalt  an  Normal- 
ambozeptoren für  Hammelblut  besitzen.  Die  Sera  von 
Säuglingen  sind  wegen  des  Mangels  an  hämolytischen 
Ambozeptoren  überhaupt  bei  dieser  Versuchsanordnung 
nicht  verwendbar.  Man  muß  dann  außerdem  0,2  ccm 
eines  normalen  Serums  eines  Erwachsenen  hinzufügen. 

b)  Methode  von  Tschernogubow.  Das  hämo- 
lytische System  besteht  aus  folgenden  Komponenten: 
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1.  Komplement:  Frisches  menschliches  Serum. 

2.  Ambozeptor:  Serum  eines  gegen  Menschenblut- 
körperchen immunisierten  Kaninchens  (Vs  Stunde 
auf  56°  erwärmt). 

3.  Blutart:  Menschenblutkörperchen. 

Der  Vorteil  der  Methode  besteht  darin,  daß  Kom- 
plement, Blutkörperchen  und  der  die  Reaktion  gebende 
Luesantikörper  in  dem  Patientenblut  enthalten  sind. 

Ausführung  der  Reaktion:  Es  werden  gefüllt 
Röhrchen  I und  II  mit  1 ccm  0,85 proz.  Kochsalzlösung, 
Röhrchen  III  und  IV  mit  verdünntem  Leberextrakt  (s.  u.). 
Dann  wird  ein  Einstich  in  den  Finger  gemacht,  viermal 
je  0,1  ccm  Blut  mit  dem  Zeißschen  Blutmischer  ent- 
nommen und  sofort  mit  den  Lösungen  in  den  Gläschen 
gemischt.  Die  Röhrchen  kommen  dann  für  1 Stunde 
in  den  Brutschrank  bei  37°,  worauf  die  berechnete 
Menge  Ambozeptorserum  im  V olum  0,25  ccm  zu  Röhr- 
chen I und  III  gebracht  wird.  Röhrchen  II  und  IV 
empfangen  je  0,25  ccm  Kochsalzlösung.  Dann  kommen 
die  Röhrchen  für  2 Stunden  in  den  Brutschrank,  über 
Nacht  in  den  Eisschrank. 

Bei  positivem  Ausfall  der  Reaktion  — Richtigkeit 
aller  Kontrollen  vorausgesetzt  — muß  in  I und  IV 
komplette  Hämolyse,  in  II  und  III  komplette  Hemmung 
der  Hämolyse  erfolgen. 

Der  Leberextrakt  wird  in  folgender  Weise  bereitet. 

Die  zerkleinerte  Leber  eines  syphilitischen  Fötus 
wird  getrocknet,  pulverisiert  und  0,5  g des  Pulvers 
12—15  Stunden  lang  mit  25  ccm  95  proz.  Alkohol  im 
Eisschrank  extrahiert.  Der  alkoholische  Extrakt  wird 
dann  zum  Gebrauch  mit  Kochsalzlösung  im  Verhältnis 
1:50 — 200  verdünnt. 

Umfangreichere  Prüfungen  der  praktischen  Brauch- 
barkeit der  Methode  liegen  noch  nicht  vor. 
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III.  Die  Ausflockungsreaktionen  luetischer  Sera. 

a)  Methode  von  Fornet  und  Schere- 
tsch ewsky.  Das  Serum  von  metasyphilitisch  erkrankten 
Individuen  (Tabes,  Paralyse)  ergibt  bei  Überschichtung 
mit  dem  Serum  frisch  syphilitischer  Patienten  eine  Ring- 
bildung. Nachprüfungen  haben  ergeben,  daß  die  Reaktion 
wahrscheinlich  für  die  Lues  nicht  spezifisch  ist;  ja  es 
ist  nicht  einmal  erwiesen,  daß  sie  überhaupt  mit  der 
Lues  im  Zusammenhang  steht.  Ich  begnüge  mich  daher 
mit  dem  Hinweis  auf  die  Literatur. 

b)  Ausflockung  kolloidal  gelöster  Stoffe 
durch  Luetikerserum. 

1.  Lecithin  (Porges  und  Meier).  1 ccm  fünf- 
fach mit  NaCl-Lösung  verdünnten  Serums  wird  mit 
0,2  ccm  einer  lproz.  Lecithinemulsion  in  NaCl-Lösung 
gemischt.  Die  Röhrchen  stehen  24  Stunden  im  Zimmer. 
Bei  positiver  Reaktion  bildet  sich  ein  Niederschlag,  bis- 
weilen mit  vollständiger  Klärung  der  überstehenden 
Flüssigkeit.  Die  Reaktion  fällt  anscheinend  bei  den 
meisten  Luetikerseren  positiv  aus,  ist  aber  mitunter 
auch  bei  anderen  Seren  anzutreffen. 

2.  Natrium  glykocholi  cum  (Elias,  Neubauer, 
Porges  und  Salomo n).  Frisch  bereitete  lproz.  Lösung 
von  Natrium  glykocholicum  in  Aq.  destill.  wird  zu 
gleichen  Teilen  mit  dem  bei  *56°  inaktivierten  Pa- 
tientenserum gemischt.  (Nicht  überschichten!!)  Beob- 
achtungszeit 16 — 20  Stunden  (im  Zimmer,  nicht  im 
Brutschrank!).  Als  positiv  ist  die  Reaktion  nur  dann  zu 
bezeichnen,  wennn  ein  deutlicher  Niederschlag  sich  ge- 
bildet hat.  Karbolisierte  Sera  dürfen  nicht  benutzt 
werden.  Die  Spezifität  der  Reaktion  ist  noch  nicht 
erwiesen. 

In  ähnlicher  Weise  wirkt  Natrium  oleinicum 
(Sachs  und  Altmann). 
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Allgemeine  Vorschriften  über  die  Beobachtung  der 
Phagocytose  im  Tierkörper  lassen  sich  nicht  geben. 
Je  nach  dem  Zweck  der  Untersuchung  wird  man  den 
Ort  der  Bakterieninjektion  und  der  Entnahme  des  Unter- 
suchungsmaterials zu  wählen  haben.  Die  technischen 
Vorschriften  finden  sich  in  den  zahlreichen  Arbeiten 
Metschnikoffs  und  seiner  Schüler  über  diesen 
Gegenstand  (s.  Levaditi,  Über  Phagocytose,  Handb. 
d.  Techn.  u.  Method.  d.  Immunitätsforsch.,  Bd.  II). 
Im  folgenden  sollen  nur  die  Methoden  wiedergegeben 
werden,  welche  eine  Beobachtung  der  Phagocytose  in 
vitro  gestatten. 


I.  Methode  von  Neufeld  und  Rimpau. 


Einzelne  Bakterienarten  (Streptokokken,  Pneumo- 
kokken, Staphylokokken  u.  a.)  werden  an  sich  von 
Leukocyten  nicht  aufgenommen,  wohl  aber,  wenn  ihnen 
. ein  spezifisches  Immunserum  zugesetzt  wird.  Zur  An- 
stellung der  Reaktion  sind  also  folgende  Reagentien 
erforderlich: 

1.  Leukocyten. 

2.  Bakterienemulsion. 

3.  Für  diese  Bakterien  spezifisches  Immunserum. 

1.  Gewinnung  der  Leukocyten.  Neufeld 
empfiehlt,  mittelgroße  Meerschweinchen  zu  benutzen, 
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denen  man  eine  intraperitoneale  Injektion  von  5 ccm 
Bouillon,  die  mit  etwas  Aleuronat  versetzt  und  im 
Dampftopf  oder  über  der  Flamme  sterilisiert  worden 
ist,  macht.  Am  folgenden  Tag  werden  die  Tiere  ent- 
blutet und  die  meist  wenig  Flüssigkeit  enthaltende 
Bauchhöhle  wiederholt  mit  0,85proz.  Kochsalzlösung 
(der  man  zweckmäßigerweise  zur  Verhinderung  der 
Gerinnung  einen  Zusatz  von  1,5  Proz.  Natrium  citricum 
erteilt)  ausgespült.  Die  so  gewonnene  trübe  Flüssig- 
keit läßt  man  einige  Minuten  zum  Absetzen  gröberer 
Partikel  stehen,  gießt  dann  die  überstehende  Flüssig- 
keit in  Zentrifugengläschen  und  zentrifugiert.  Nach  Ent- 
fernung des  Abgusses  wird  nochmals  mit  Kochsalz- 
lösung gewaschen  und  schließlich  eine  Emulsion  her- 
gestellt, welche  nach  Neufeld  etwa  die  Dichte  einer 
Vaproz.  Lecithinaufschwemmung  haben  soll.  Zu  ver- 
meiden ist  zu  starkes  Zentrifugieren,  da  sonst  die 
Leukocyten  geschädigt  werden! 

Man  kann  die  Leukocyten  auch  durch  Injektion  von 
reiner  Kochsalzlösung  oder  Bouillon  gewinnen;  doch  ist 
die  Ausbeute  meist  geringer.  Neißer  und  Wechs- 
berg  benutzen  eine  Aufschwemmung  von  Aleuronat 
in  0,85 proz.  Kochsalzlösung  (3:40),  die  durch  kurzes 
Aufkochen  sterilisiert  wird.  Zur  Injektion  muß  man 
ziemlich  starke,  stumpfe  Kanülen  benutzen.  Beim  Ka- 
ninchen erfolgt  die  Injektion  am  besten  in  die  rechte 
Pleurahöhle,  dicht  unter  der  Achselhöhle.  Die  Gewinnung 
des  Exsudates  geschieht  in  ähnlicher  Weise  wie  beim 
Meerschweinchen. 

Im  allgemeinen  ist  gerade  für  Phagocytoseversuche 
ein  zu  starker  Aleuronatzusatz  nicht  zu  empfehlen,  da 
die  Körnchen  von  den  Leukocyten  aufgenommen  werden 
und  zu  Verwechslungen  mit  Bakterien  Anlaß  geben 
können. 

2.  Herstellung  der  Bakterienemulsion.  Etwa 
20stündige  Agarkulturen  werden  in  je  1 ccm  einer 
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Lösung  von  gleichen  Teilen  Bouillon  und  Kochsalzlösung 
(resp.  Kochsalzlösung  allein)  aufgeschwemmt.  Handelt 
es  sich  um  Bakterien,  die  Ketten  bilden  (z.  B.  Strepto- 
kokken), so  kann  es  nötig  sein,  zunächst  durch  Schütteln 
mit  Glasperlen  möglichst  homogene  Emulsionen  herzu- 
stellen. 

3.  Gewinnung  der  Immunsera.  Hierfür  gelten 
die  für  agglutinierende  und  baktericide  Sera  gegebenen 
Vorschriften. 

4.  Ausführung  der  Reaktion.  In  kleine 
Reagenzgläser  (zirka  5 cm  lang  und  12  mm  breit)  werden 
abfallende  Mengen  des  inaktivierten  Immunserums  ge- 
füllt (Volum  1 ccm).  Dann  kommen  in  jedes  Röhrchen 
1 Tropfen  Kulturaufschwemmung  und  2 Tropfen  Leuko- 
cyten.  Als  Kontrollen  müssen  Röhrchen  angesetzt 
werden,  welche  statt  des  Immunserums  Kochsalzlösung 
und  inaktiviertes  Normalserum  enthalten.  Die  Röhrchen 
werden  lVa  Stunden  bei  37°  gehalten;  von  dem  ge- 
bildeten Bodensatz  wird  die  überstehende  Flüssigkeit 
abgegossen  und  es  werden  Ausstriche  auf  gut  ge- 
reinigten, fettfreien  Objektträgern  gemacht.  Fixierung 
in  Alkohol.  Äther  aa.  Färbung  mit  verdünntem  Me- 
thylenblau. 

II.  Bestimmung  des  opsonischen  Index  nach  Wright. 

Zur  Anstellung  der  Reaktion  sind  folgende  Reagentien 
erforderlich: 

1.  Weiße  Blutkörperchen  einer  beliebigen  Person. 

2.  Serum  der  zu  untersuchenden  Person. 

3.  Normales  menschliches  Serum  oder  besser  eine 
Mischung  mehrerer  solcher  Sera. 

4.  Bakterienemulsion. 

1.  Gewinnung  der  Leukocyten.  Durch  Ein- 
stich in  die  Dorsalseite  eines  Fingerendgliedes  einer  be- 
liebigen Person  werden  einige  Blutstropfen  gewonnen. 
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Es  ist  dabei  zweckmäßig,  eine  leichte  Stauung  des  Blutes 
herbeizuführen,  indem  man,  proximal  beginnend,  den 
Finger  mit  einem  Band  umwickelt.  Der  Einstich  erfolgt 
am  besten  mit  einer  fein  ausgezogenen  Glaskapillare. 

4 Tropfen  Blut  werden  in  einem  Zentrifugenröhrchen 
aufgefangen,  das  eine  l,5proz.  Lösung  von  Natrium 
citricum  enthält.  (Tabletten,  welche  1,5  g Natrium 
citricum  enthalten,  werden  hergestellt  durch  die  iirma 
Park  Davis,  I>ondon.)  Durch  Neigen  des  Rohres  bei 
aufgesetztem  Finger  (nicht  schütteln!)  wird  eine  Ver- 
mischung erzielt  und  zentrifugiert.  Die  klare  Flüssigkeit 
wird  abpipettiert,  das  gleiche  Volum  0,85 proz.  Koch- 
salzlösung aufgefüllt,  wiederum  gemischt,  zentrifugiert 
und  gut  abpipettiert.  Das  Sediment  wird  mit  der 
geringen  darüber  befindlichen  Flüssigkeitsmenge  \tr- 
mischt  und  enthält  nun  einen  Brei  von  weißen  und 
roten,  vom  Serum  befreiten  Blutkörperchen. 

2.  Gewinnung  des  Serums  s.  S.  39. 

3.  Herstellung  der  Bakterienemulsion.  Bei 
den  meisten  Bakterienarten  benutzt  man  24  ständige 
Agarkulturen,  von  denen  man  eine  Öse  in  wenig 
0,85  proz.  Kochsalzlösung  verreibt.  Zur  Entfernung 
gröberer  Partikel  kann  die  Emulsion  leicht  zentrifugiert 
werden.  Die  Dichte  der  Emulsion  muß  durch  Probieren 
herausgefunden  werden;  sie  soll  so  bemessen  sein,  daß 
sich  noch  in  jedem  Leukocyten  etwa  2 — 8 Bakterien 
finden. 

Bei  den  Bakterien  der  Coiigruppe  und  den  gram- 
negativen Kokken  soll  man  besser  jüngere  (4— lOstün- 
dige)  Kulturen  benutzen.  Bei  Streptokokken  muß  man 
zunächst  für  eine  Zerreißung  der  Ketten  sorgen.  Dies 
geschieht  entweder  durch  Schütteln  mit  Glasperlen 
oder  durch  Zerreiben  in  einem  Mörser. 

Um  Tuberkelbazillenemulsionen  zu  erhalten,  benutzt 
man  am  besten  die  bei  der  Fabrikation  des  Alttuberkulins 
verbleibenden  Rückstände,  die  ein  trockenes  Pulver 
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enthalten,  welches  aus  Bazillenleibern  besteht.  Dieses 
wird  zunächst  im  trockenen  Zustande,  dann  untet  ganz 
allmählichem  Zusatz  von  l,5proz.  Kochsalzlösung  in 
einem  Achatmörser  zerrieben.  Die  meist  gröbere 
Klumpen  enthaltende  Emulsion  muß  vor  dem  jedes- 
maligen Gebrauch  zentrifugiert  werden. 

Im  allgemeinen  wird  als  Aufschwemmungsmittel 
für  die  Bakterien  0,85 proz.  Kochsalzlösung  benutzt; 
bei  Tuberkeibazillen,  Microeoccus  neoformans  und  den 
gramnegativen  Kokken  muß  hingegen  eine  1,5  proz. 
Kochsalzlösung  in  Anwendung  kommen,  weil  sonst  auch 
ohne  Serum  Phagocytose  erfolgt. 

4.  Ausführung  der  Reaktion.  Die  Reaktion 
wird  in  Glaskapillaren  vorgenommen,  die  man  sich 
selbst  durch  Ausziehen  von  (nicht  zu  schwer  schmelz- 
baren) Glasröhren  herstellt.  Man  faßt  das  Rohr  an 
beiden  Enden,  erwärmt  in  der  Mitte,  bis  das  Glas 
weich  zu  werden  beginnt,  und  zieht  schnell  außerhalb 
der  Flamme  aus.  Die  Kapillaren  sollen  möglichst 
gleichmäßig,  der  kapillare  Teil  zirka  16  cm  lang  sein 
und  0,5  mm  Durchmesser  besitzen.  Das  dicke  Ende 
der  Kapillare  wird  mit  einem  gut  passenden  Gummi- 
hütchen armiert.  Nachdem  man  das  kapillare  Ende 
durch  einen  Schnitt  mit  dem  Glasmesser  geöffnet  hat, 
macht  man  etwa  IV2  cm  vom  Ende  entfernt  mit  dem 
Fettstift  eine  Marke.  Man  ergreift  nun  das  Gummi- 
hütchen mit  Daumen  und  Zeige-  resp.  Mittelfinger 
und  komprimiert  leicht.  Alsdann  saugt  man  nach- 
einander: 

1 Volum  Blutkörperchen  (bis  zur  Marke), 

1 Luftblase, 

1 Volum  Patientenserum, 

1 Luftblase, 

1 Volum  Bakterienemulsion 

ein,  drückt  die  Flüssigkeiten  auf  einen  gut  gereinigten 
Objektträger  aus,  so  daß  ein  einziger  Tropfen  ent- 


I 


VII.  Pbagocytose. 


107 


steht,  und  mischt  durch  wiederholtes  Aufsaugen  und 
Ausdrücken.  Schließlich  saugt  man  die  Flüssigkeit 
etwa  bis  zur  Mitte  der  Kapillare  auf  und  schmilzt  das 
feine  Ende  über  kleiner  Flamme  ab.  Die  Kapillaren 
kommen  nun  für  20  Minuten  in  den  Brutschrank  bei 
37°  oder  in  den  von  Wright  angegebenen  Opsomcer. 
Nach  dem  Herausnehmen  muß  zunächst  das  Hütchen 
vorsichtig  abgenommen  werden,  dann  wird  die  Kapillare 
an  ihrem  zugeschmolzenen  Ende  abgeschnitten,  das 
Hütchen  wieder  aufgesetzt  und  nun  ein  Tropfen  der 
Flüssigkeit  auf  einen  sehr  sauberen,  völlig  fettfreien, 
mit  weichem  Schmirgelpapier  abgeriebenen  Objekt- 
träger gebracht.  Die  Objektträger  haben  meist  eine 
konkave  und  eine  konvexe  Fläche.  Man  erkennt  dies 
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Figur  6. 


daran,  daß  ein  Objektträger  sich  auf  einem  Tisch  viel 
leichte  um  seinen  Mittelpunkt  drehen  läßt,  wenn  er 
mit  der  konvexen  Seite  aufliegt.  Für  die  Präparate 
soll  die  konkave  Seite  benutzt  werden. 

Der  Ausstrich  wird  mit  einem  sogenannten  Aus- 
breiter angefertigt.  Diesen  stellt  man  sich  auf  folgende 
Weise  her:  Ein  Objektträger  wird  in  der  Mitte  durch- 
gebrochen, nachdem  man  seitlich  je  einen  Ritz  mit 
dem  Glasmesser  angebracht  hat.  Das  Stück  mit  kon- 
kaver Bruchfläche  wird  nun  benutzt,  nachdem  man 
noch  die  Ecken  (ebenfalls  nach  Ritzen  des  Glases)  ab- 
gebrochen hat.  Der  Ausbreiter  hat  also  die  in  der 
Figur  abgebildete  Gestalt.  Beim  Ausstreichen  ist  jeder 
Druck  zu  vermeiden.  Die  Leukocyten  sammeln  sich 
hauptsächlich  an  den  Rändern  des  Ausstriches  an. 
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Man  läßt  das  Präparat  nun  lufttrocken  werden 
und  fixiert  etwa  2 Minuten  in  Methylalkohol.  ■ 

Zunächst  wird  nun  der  „phagocytäre  Index“  be- 
stimmt, indem  man  in  50  Leukocyten  die  Bakterien 
zählt  und  die  so  erhaltene  Zahl  durch  50  dividiert. 
Man  erfährt  so,  wieviel  Bakterien  durchschnittlich  in 
jedem  Leukocyten  enthalten  sind.  Diese  Zahl  schwankt 
aber  außerordentlich  stark  mit  den  Versuchsbedingungen, 
der  Beschaffenheit  der  Leukocyten,  der  Dichte  der 
Bakterienemulsion,  der  Dauer  des  Versuches  usw.  Der 
„opsonische  Index“  wird  nun  erhalten,  indem  man 
den  obigen  Versuch  mit  denselben  Leukocyten  und 
der  gleichen  Bakterienemulsion  wiederholt,  nur  mit 
dem  Unterschied,  daß  an  Stelle  des  Patientenserums 
jetzt  irgend  ein  normales  Serum  oder  eine  Mischung 
mehrerer  normaler  Sera  tritt.  Es  wird  nun  wiederum 
der  phagocytäre  Index  bestimmt.  Dividiert  man  die 
erste  Zahl  (phagocytärer  Index  des  Patienten)  durch 
die  zweite  (phagocytärer  Index  des  Normalserums), 
so  erhält  man  den  „opsonischen  Index“. 

Es  ist  notwendig,  sich  ganz  streng  an  die  gegebenen 
Vorschriften  zu  halten,  da  schon  geringe  Abweichungen 
das  Resultat  sehr  wesentlich  beeinflussen.  Es  erfordert 
außerordentliche  Übung,  bis  man  bei  mehreren  Unter- 
suchungen desselben  Serums  zu  gut  übereinstimmenden 
Zahlen  gelangt.  Ja  bei  wiederholter  Durchzählung  des- 
selben Präparates  können  sich  anfänglich  Differenzen  von 
30—50  Proz.  ergeben.  Erst  nach  und  nach  gelingt  es  ge- 
wöhnlich, genügend  gleichmäßige  Ausstriche  herzustellen 
und  die  geeigneten  Stellen  zum  Zählen  herauszufinden. 

Die  verschiedenen  Bakterienarten  eignen  sich  in 
sehr  ungleicher  Weise  für  Opsonin  versuche.  Am  leich- 
testen gelingt  die  Reaktion  mit  Staphylokokken,  und 
diese  sind  daher  zur  Einübung  der  Technik  am  meisten 
zu  empfehlen.  Diphtherie-  und  Xerosebazillen  unter- 
liegen der  Opsoninwirkung  nicht. 
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III.  Methode  von  Neißer  und  Guerrini. 

Die  Methode  befolgt  im  wesentlichen  die  Versuchs- 
anordnung  von  Neufeld  und  Rimpau,  gestattet  aber 
gleichzeitig  eine  quantitative  Messung  der  Phagocytose. 

1.  Gewinnung  der  Leukocyten.  Injektion  von 
10  ccm  Bouillon,  welche  eine  Messerspitze  Aleuronat 
enthält,  in  die  Pleurahöhle  des  Kaninchens.  Entblutung 
nach  24  h.,  Ausspülung  der  Pleurahöhle  mit  Kochsalz- 
lösung. Dreimaliges  Waschen. 

2.  Ausführung  der  Reaktion:  Zunächst  wird 
mittels  der  Thoma-Zeißschen  Kammer  die  Menge  der 
in  1 cmm  enthaltenen  Leukocyten  bestimmt.  Dann  wird 
die  Bakterienemulsion  nach  einer  von  Wright  an- 
gegebenen Methode  ausgezählt.  Man  mischt  die 
Emulsion  mit  dem  gleichen  Teil  einer  Blutkörperchen- 
aufschwemmung, deren  Erythrocy tengehalt  durch  Zäh- 
lung in  der  Thoma-Zeißschen  Kammer  festgestellt  wird. 
Nunmehr  werden  Objektträgerausstriche  angefertigt, 
die  mit  Gram-Eosin  gefärbt  werden.  Man  bestimmt 
nun  in  einem  abgemessenen  Gesichtsfeld  das  Verhält- 
nis von  Bakterien  und  Erythrocyten  und  erhält  so, 
da  die  in  1 cmm  vorhandene  Erythrocytenmenge  be- 
kannt ist,  auch  die  absolute  Zahl  der  in  1 cmm  ent- 
haltenen Bakterien.  Nunmehr  werden  je  1 ccm  der 
Leukocytenaufschwemmung,  der  Bazillenemulsion  und 
der  Serumverdünnung  in  einem  Reagenzglas  gemischt 
und  die  Flüssigkeit  durch  Glaswolle  filtriert.  Dabei 
bleiben  die  Leukocyten  zurück  und  natürlich  auch 
die  in  diesen  enthaltenen  Bakterien.  Zählt  man  nun 
die  Bakterienemulsion  vor  dem  Versuch  und  nach  der 
Filtration  aus,  so  ergibt  die  Differenz  die  von  den 
Leukocyten  aufgenommenen  Bakterien,  woraus  sich 
unter  Berücksichtigung  der  Leukocytenmenge  der 
„phagocytäre  Index“  leicht  berechnen  läßt. 


VIII.  Toxine  und  Antitoxine. 

I.  Die  Herstellung  der  Gifte. 

Für  die  Herstellung  der  tierischen  und  pflanzlichen 
Gifte  lassen  sich  allgemeine  Vorschriften  nicht  geben, 
und  es  sei  deshalb  auf  die  speziellen  Angaben  in  der 
Literatur  verwiesen.  Auch  die  Gewinnung  der  bak- 
teriellen Toxine  erfordert  bei  den  einzelnen  Giften 
besondere  Maßnahmen.  Speziell  gilt  dies  für  die  Zu- 
sammensetzung und  Reaktion  des  Nährbodens,  die  Zu- 
fuhr oder  Entfernung  des  atmosphärischen  Sauer- 
stoffs usw.  Einige  allgemeine  bei  der  Gewinnung  bak- 
terieller Toxine  übliche  Methoden  seien  jedoch  im 
folgenden  aufgeführt. 

1.  Sterilisierung  der  Giftbouillon.  Eine 
sichere  Abtrennung  der  Toxine  von  den  Bakterienleibern 
wird  mittels  der  Filtration  durch  Ton-  oder  Kieselgur- 
filter erreicht.  Zu  den  Tonfiltern  gehören  die  Pukall-, 
Reichel-  und  Chamberland kerzen,  die  in  dieser 
Reihenfolge  eine  Abnahme  ihrer  Durchlässigkeit  zeigen. 
Etwas  durchlässiger  sind  die  aus  Kieselgur  herge- 
stellten Be  rkef  eidfilter.  Die  Filter  verstopfen 
sich  sehr  leicht,  namentlich  wenn  eiweißhaltige  Lösungen 
filtriert  werden;  stets  ist  die  Filtration  mit  sehr  er- 
heblichen Toxinverlusten  verbunden. 

Als  Aufnahmegefäße  bei  der  Filtration  dienen 
Flaschen  mit  horizontalem  Ansatzstück  am  Hals,  das 
mit  einer  Säugpumpe  verbunden  wird.  Das  Filter  wird 
durch  einen  Gummistopfen  in  die  Flasche  gesenkt  oder 
es  ruht  mit  seinem  überstehenden  Rand  auf  dem  Hals 
der  Flasche,  nachdem  zwischen  beide  zur  besseren 
Abdichtung  ein  Kranz  von  Asbestpapier  gelegt  worden 
ist.  Das  Ganze  wird  dann  mit  einer  Gummikappe  be- 
deckt, welche  über  der  Filtermündung  ein  Loch  trägt. 
Nach  Aufgießen  der  Giftbouillon  wird  die  Wasserstrahl- 
pumpe in  Betrieb  gesetzt. 
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Weit  bessere  Ausbeute  an  Gift  erzielt  man,  wenn 
man  die  Bouillon  wiederholt  durch  mehrfache  Lagen 
Filtrierpapier  filtriert,  wozu  sich  besonders  die  in 
zusammenhängenden  Häuten  wachsenden  Bakterien 
(z.  B.  Diphtherie-B.)  eignen.  Die  wenigen  zurück- 
bleibenden Keime  werden  dann  durch  Desinfizientien 
getötet.  Zu  diesem  Zweck  versetzt  man  die  Lösung 
entweder  mit  konz.  Phenol,  so  daß  eine  0,5proz.  Lösung 
entsteht,  oder  man  schüttelt  mit  Toluol,  welches  so 
reichlich  vorhanden  sein  muß,  daß  es  über  dem  Toxin 
eine  zusammenhängende  Schicht  bildet. 

In  einzelnen  Fällen  gelingt  es  auch,  durch  Zentri- 
fugieren oder  durch  Fällen  mit  Schlemmkreide  die  Bak- 
terien zu  entfernen  (Rauschbrand,  Schattenfroh  und 
Graßberger).  Alle  diese  Verfahren  sind  jedoch  ge- 
fährlich bei  Bakterien,  welche  Sporen  bilden,  da  diese 
gegen  die  desinfizierenden  Zusätze  sehr  resistent  sind 
(Tetanus!). 

2.  Methoden  zur  Reinigung  des  Giftes. 

a)  Die  Ausfällung  des  Toxins.  Einzelne  Toxine 
sind  in  Lösung  so  labil,  daß  sie  nur  im  trockenen  Zu- 
stand aufbewahrt  werden  können.  Die  Eintrocknung 
im  Vakuum  wird  von  den  meisten  Giften  schlecht  ver- 
tragen. Von  Fällungsmitteln  kommt  praktisch  nur  das 
von  Madsen  für  das  Tetanustoxin  angegebene  Ammon- 
sulfat in  Betracht:  Die  Giftbouillon  wird  mit  festem 
Ammonsulfat  im  Überschuß  versetzt,  wobei  sich  das 
Toxin  als  bräunliche  Haut  auf  der  Oberfläche  ab- 
scheidet; diese  Haut  wird  abgeschöpft  und  auf  Ton- 
tellern von  der  anhaftenden  Flüssigkeit  getrennt,  als- 
dann auf  Glasplatten  im  Vakuum  über  Schwefelsäure 
getrocknet.  Dieses  Trockengift  ist,  wofern  es  vor 
Licht  geschützt  wird,  fast  unbegrenzt  haltbar. 

b)  Dialyse.  Das  so  ausgefällte  Gift  enthält  noch 
eine  Menge  Salz,  das  im  Tierversuch  störend  wirken 
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kann.  Aber  auch  sonst  liegt  häufig  die  Aufgabe  vor, 
die  kolloidalen  und  darum  schwer  dialysierenden  Toxine 
von  den  leicht  diffusibeln  kristalloiden  Stoffen  der 
Lösung  zu  trennen.  Diesem  Zwecke  dient  die  Dialyse. 
Als  Dialysiermembranen  kommmen  die  folgenden  Ma- 
terialien in  Betracht: 

a)  Pergamentpapier  (Schleicher- Schiill).  Die 
Schläuche  sind  vor  dem  Gebrauch  in  warmem  W asser 
zu  weichen,  nachdem  man  sich  sorgfältig  davon  über- 
zeugt hat,  daß  auf  den  Kanten  keine  Löcher  vor- 
handen sind.  Man  kann  diese  event.  mit  Eiereiweiß 
verkleben. 

ß)  Fischblase.  Die  käuflichen  Fischblasen  werden 
auf  ihre  Dichtigkeit  geprüft,  indem  sie  mit  Wasser 
gefüllt  frei  aufgehängt  werden.  Es  dürfen  dann  an 
der  Außenseite  keine  Tropfen  erscheinen. 

y ) Schilfsäckchen  (zu  beziehen  durch  die  Firma 
Lautenschläger)  dienen  besonders  der  Dialyse  ganz 
kleiner  Flüssigkeitsquanten  (1 — 2 ccm).  Sie  werden  über 
ein  offenes  Glasrohr  gebunden,  durch  welches  auch  die 
Flüssigkeit  eingefüllt  werden  kann. 

8)  Kollodiumsäckchen  (auch  gebrauchsfertig  im 
Handel  erhältlich)  können  auf  folgende  Weise  hergestellt 
werden:  Man  bereitet  eine  nicht  zu  dünne  Lösung  von 
Kollodium  in  Äther.  Dann  werden  Reagenzgläser,  die  an 
einer  Stelle  in  der  Flamme  leicht  aufgeblasen  werden, 
hineingetaucht,  zur  gleichmäßigen  Verteilung  um  die 
Längsachse  gedreht.  Fällt  die  entstehende  Schichte  zu 
dünn  aus,  so  muß  die  Prozedur  event.  einige  Male 
wiederholt  werden.  Nachdem  die  Kollodiumschicht  eben 
lufttrocken  geworden  ist,  wird  das  Röhrchen  in  Wasser 
getaucht  und  die  erstarrte  Schicht  wie  ein  Handschuh- 
finger von  der  Stelle  der  Auftreibung  aus  umgestülpt. 
Die  Säckchen  bleiben  dann  noch  zur  Entfernung  des 
Äthers  24  Stunden  in  fließendem  Wasser. 

Die  Durchlässigkeit  der  Kollodiummembranen  hängt 
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sehr  von  ihrer  Dicke  ab;  auch  ist  zu  beachten,  daß 
manche  Toxine  vom  Kollodium  absorbiert  werden  (z.  B. 
Cobragift). 

e)  Amnionhaut  (v.  Calcar).  Die  vom  Chorion  los- 
getrennte Amnionhaut  wird  1 Minute  lang  mit  einer 
Sublimatlösung  1:5000  abgespült  und  bleibt  12  Stunden 
lang  bei  37°  in  physiologischer  Kochsalzlösung  stehen. 
Dann  Verdauung  während  einiger  Stunden  mit  ver- 
dünnter Pankreatinlösung,  der  wiederum  ein  mehr- 
stündiger Aufenthalt  in  warmer  Kochsalzlösung  folgt. 
Mach  Abspülung  mit  gekühlter  Salzlösung  läßt  sich 
die  oberflächliche  Epithelschicht  entfernen,  und  man 
erhält  eine  sehr  homogene  und  dabei  außerordentlich 
dünne  Haut,  die  in  Glyzerinlösung  aufbewahrt  werden 
kann. 

3.  Aufbewahrung  der  Toxine. 

Die  Toxine  werden  am  besten  im  Eisschrank  auf- 
bewahrt, um  sie  vor  der  Einwirkung  des  Lichtes  und 
der  Wärme  zu  schützen. 

II.  Technik  der  Erzeugung  und  Konservierung  der 
Antitoxine. 

Zur  Erzeugung  kräftig  wirkender  antitoxischer 
Sera  ist  eine  Behandlung  mit  steigenden  Toxinmengen 
erforderlich.  Den  schwierigsten  Teil  des  Immunisierungs- 
prozesses bildet  meistens  die  Gewöhnung  an  die  ein- 
fache tödliche  Dosis  des  Giftes  (Grundimmunität). 
Dieses  Ziel  kann  auf  folgenden  Wegen  erreicht  werden: 

1.  Durch  Injektion  untertödlicher  Dosen.  Diese 
Methode  stößt  bisweilen  auf  Schwierigkeiten  wegen 
der  beim  Immunisierungsprozeß  eintretenden  Giftüber- 
empfindlichkeit. 

2.  Verwendung  abgeschwächter  Gifte.  Für  das 
Tetanusgift  wird  verwandt  Jodtrichlorid  (0,25  Proz. 
v.  Behring)  oder  Jodjodkalilösung  (1  g Jod,  2 g Jodkali, 

Friedemann,  Immunitätslehre.  8 
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300  g Wasser),  von  der  1 Volum  zu  2 Volumina  der 
Giftlösung  zugesetzt  wird. 

3.  Zufuhr  des  Giftes  per  os.  Bisher  nur  von  Ehrlich 
beim  Ricin  angewandt  (s.  S.  36). 

4.  Durch  die  kombinierte  oder  Simultanmethode. 
Das  Tier  erhält  am  Tage  vor  der  Giftinjektion  eine 
zur  Neutralisation  ausreichende  Antitoxinmenge  (Kretz). 
Diese  Methode  hat  sich  beim  Diphtheriegift  als  die 
schonendste  erwiesen. 

Nach  Erreichung  der  Grundimmunität  muß  man 
mit  der  Giftmenge  steigen  und  zu  stark  toxischen 
Lösungen  übergehen.  Über  die  Giftmengen  und  die 
Intervalle  zwischen  den  Injektionen  lassen  sich  keine 
bestimmten  Regeln  geben.  Im  allgemeinen  sind  stärkere 
Reaktionen  zu  vermeiden,  und  nie  darf  mit  der  In- 
jektion fortgefahren  werden,  bevor  nicht  eine  etwa 
eingetretene  Reaktion  vollständig  abgeklungen  ist.  In 
dieser  Hinsicht  hat  man  bei  kleineren  Tieren  besonders 
darauf  zu  achten,  daß  eine  neue  Injektion  erst  erfolgen 
darf,  wenn  das  ursprüngliche  Körpergewicht  wieder  er- 
reicht ist.  Bei  größeren  Tieren  muß  man  dem  All- 
gemeinbefinden, der  Temperaturkurve  und  den  lokalen 
Reaktionen  Rechnung  tragen. 

Die  Wahl  der  Tierart  hängt  von  der  Natur  des 
Giftes  ab.  Im  allgemeinen  sind  größere  Tiere  bei 
der  Immunisierung  gegen  Gifte  zu  bevorzugen.  Über 
die  Art  der  Injektion  (subcutan,  intravenös  usw.)  lassen 
sich  ebenfalls  allgemeine  Regeln  nicht  aufstellen. 

Konservierung  der  Antitoxine.  Die  Anti- 
toxine sind  viel  beständiger  als  die  Toxine.  Es  genügt 
im  allgemeinen,  die  Sera  durch  einen  Zusatz  von 
0,5  Proz.  Phenol  vor  Fäulnis  zu  schützen  und  kühl 
aufzubewahren.  Immerhin  ist  eine  geringe  Ab- 
schwächung dabei  nicht  zu  vermeiden.  Ein  Antitoxin 
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winnen,  wenn  man  das  Serum  im  Vakuum  über  PA 
eintroeknet  und  in  dunkeln  Gläschen  in  einer  H2-Atmo- 
sphäre  an  einem  kühlen  Ort  aufbewahrt. 

III.  Beobachtung  der  Giftwirkung  im  Tierkörper. 

Die  Vergiftungssymptome  sind  bei  den  einzelnen 
Toxinen  sehr  verschiedene.  Doch  sind  bei  allen  Tier- 
versuchen mit  Toxinen  eine  Reihe  von  Punkten  zu 
beobachten,  die  hier  zunächst  auf  geführt  seien: 

1.  Die  Beobachtung  und  Haltung  der  Tiere: 
Bei  allen  Toxinversuchen  ist  es  notwendig,  die  Tiere 
unter  Bedingungen  zu  halten,  die  nicht  an  sich  Schä- 
digungen verursachen.  Vor  allem  sind  die  häufig  gerade 
in  ihrer  Wärmeregulierung  stark  gestörten  Tiere  vor 
Abkühlung  zu  schützen.  Das  erreicht  man  durch  den 
Aufenthalt  in  gleichmäßig  temperierten  Räumen,  vor 
allem  aber,  indem  man  dafür  sorgt,  daß  die  Tiere 
nicht  durch  ihren  eigenen  Urin  durchnäßt  werden.  Bei 
größeren  Tieren  (Kaninchen,  Meerschweinchen)  muß 
der  Boden  des  Käfigs  durchlöchert  sein,  um  ein  Ab- 
laufen des  Urins  zu  gestatten.  Mäuse  werden  am 
besten  auf  einer  Unterlage  gehalten,  die  ein  starkes 
Adsorptionsvermögen  für  Flüssigkeiten  besitzt  (z.  B. 
Torfmull).  Auch  Aufenthalt  zu  vieler  Tiere  in  einem 
Raum  ist  zu  vermeiden. 

Die  Beobachtung  muß  sich  auf  die  bei  den  einzelnen 
Giften  wechselnden  Änderungen  der  Organfunktionen 
und  den  lokalen  Befund  erstrecken.  Daneben  ist  stets 
dem  Gewicht  und  dem  Verhalten  der  Körpertemperatur 
Aufmerksamkeit  zu  schenken.  Die  Messungen  der  letz- 
teren erfolgen  im  Rectum.  Bei  kleineren  Tieren  müssen 
eigens  angefertigte  Thermometer  in  Anwendung 
kommen. 

Ist  der  Tod  erfolgt,  so  soll  stets  eine  Sektion  vor- 
genommen werden,  um  festzustellen,  ob  der  typische 
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Befund  vorliegt.  Es  kann  sich  sonst  leicht  ereignen, 
daß  ein  Tod  durch  zufällige  Infektionen  auf  die  Wir- 
kung des  Toxins  bezogen  wird. 

2.  Quantitative  Bestimmung  einer  Gift- 
lösung im  Jierkörper.  Die  Bestimmung  der  in 
einer  Giftbouillon  enthaltenen  Toxinmenge  kann  nicht 
mit  chemischen  Methoden,  sondern  nur  auf  biologischem 
Wege  durchgeführt  werden.  Als  biologische  Einheit 
wird  gewöhnlich  die  tödliche  Dosis  (Dosis  letalis) 
gewählt. 

Die  tödliche  Dosis  gibt  diejenige  Menge  an,  welche 
den  Tod  nach  einer  bestimmten  Zeit  mit  Sicherheit 
herbeiführt.  Die  hierzu  erforderliche  Giftmenge  ist 
abhängig  von: 


a)  der  Art  der  Giftzufuhr  (intrastomachale,  sub- 
kutane, intraperitoneale,  intramuskuläre,  intra- 
cerebrale,  intravenöse  usw.  Zufuhr); 

b)  von  der  Tierspezies; 

c)  von  dem  Gewicht  des  Tieres. 


Ad  a).  Bei  stomachaler  Zufuhr  sind  die  meisten 
Toxine  unwirksam  (Ausnahmen:  Butolismustoxin,  Toxin 
der  Fleischvergiftungsbazillen),  meist  kommt  die  sub- 
kutane, intraperitoneale  oder  intravenöse  Applikation 
in  Anwendung. 

Ad  b).  Es  ist  charakteristisch  für  die  Toxine,  daß 
die  einzelnen  Tierspezies  enorme  Differenzen  in  der 
Empfindlichkeit  aufweisen. 

Ad  c).  Es  wird  im  allgemeinen  angenommen,  daß 
die  tödliche  Dosis  dem  Gewicht  des  Tieres  proportional 
ansteigt.  Will  man  daher  die  an  verschieden  großen 
Tieren  erhaltenen  Resultate  vergleichen,  so  muß  man  die 
für  das  Versuchstier  erhaltene  Toxinmenge  noch  durch 
das  Körpergewicht  des  Tieres  dividieren  und  erhält 
so  die  Dosis  letalis  für  1 g Körpersubstanz.  Sicherer 
ist  es  aber,  nach  dem  Vorgang  Ehrlichs  zur  Aus- 
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Wertung  eines  Toxins  nur  Tiere  von  gleichem  Körper- 
gewicht zu  benutzen.  Die  Reduktion  auf  die  Einheit 
des  Gewichts  ist  unbedingt  nötig,  wenn  man  die 
Empfindlichkeit  verschiedener  Tierspezies  gegen  Toxine 
vergleichen  will.  Die  Giftmenge,  welche  1 g Körper- 
substanz der  Tierart  zu  töten  vermag,  ist  dann  ein 
Maß  für  deren  Empfindlichkeit,  v.  Behring  reduziert 
umgekehrt  die  tödlichen  Dosen  auf  eine  willkürliche  Gift- 
einheit (z.  B.  1 ccm  Giftbouillon)  und  berechnet  nun, 
wieviel  Gramm  Körpersubstanz  der  einzelnen  Tier- 
spezies durch  diese  Menge  vergiftet  werden. 


Bei  vielen  Versuchen  darf  man  sich  nicht  mit 
der  Feststellung  der  tödlichen  Dosis  begnügen,  sondern 
muß  auch  noch  die  geringste  krankmachende  Dosis  be- 
stimmen. Die  Kriterien,  an  denen  diese  erkannt  wird, 
richten  sich  ganz  nach  dem  Vergiftungsbild.  Im  all- 
gemeinen ist  die  krankmachende  Dosis  nicht  mit  der- 
selben Schärfe  zu  bestimmen  wie  die  Dosis  letalis. 

Um  ein  Gift  auszutitrieren,  wird  man  zunächst 
einige  orientierende  Versuche  machen;  also  z.  B.:  die 
Verdünnungen  1 — 0,1  — 0,01  — 0,001  — 0,0001 
ccm  usw.  nehmen.  Es  ist  zu  beachten,  daß  die  Toxin- 
mengen stets  in  dem  gleichen  Volum  der  Verdünnungs- 
flüssigkeit (meist  Kochsalzlösung)  injiziert  werden. 
Finden  wir  nun,  daß  ein  Tier  mit  der  Menge  0,001  ccm 
nach  der  erforderlichen  Zeit  stirbt,  während  ein  anderes 
mit  0,0001  ccm  durchkommt,  so  sind  die  Mengen 
zwischen  diesen  beiden  Werten  feiner  abzustufen.  Mit 
jeder  Menge  sind  dann  aber  eine  Reihe  von  Tieren 
(etwa  3 — 4)  zu  behandeln,  um  zufällige  individuelle 
Differenzen  in  der  Resistenz  der  Tiere  nach  Möglichkeit 
auszuschalten.  Die  kleinste  Menge,  der  die  Mehrzahl 
der  Tiere  nach  der  gewünschten  Zeit  erliegt,  gibt  dann 
die  Dosis  letalis  an. 
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IV.  Quantitative  Bestimmung  des  Antitoxins  im 
Tierkörper. 

Der  Gehalt  eines  Serums  an  Antitoxin  wird  be- 
stimmt, indem  man  die  kleinste  Menge  ermittelt,  welche 
ein  Versuchstier  gegen  die  Vergiftung  mit  einer  be- 
stimmten Toxinmenge  schützt.  Dabei  ist  es  gleich- 
gültig, von  welcher  Toxinmenge  wir  ausgehen,  da  der 
Antitoxinbedarf  stets  der  Toxinmenge  proportional  ist 
(Gesetz  der  Multipla).  Aus  praktischen  Gründen  ver- 
wendet man  jedoch  meist  ein  Multiplum  der  tödlichen 
Dosis,  da  individuelle  Differenzen  der  Versuchstiere 
so  am  besten  ausgeschaltet  und  konstantere  Resultate 
erzielt  werden.  Da  die  Bindung  zwischen  Toxin  und 
Antitoxin  ein  Vorgang  ist.  welcher  Zeit  erfordert, 
so  muß  man  die  Mischung  meist  einige  Zeit  stehen 
lassen,  ehe  sie  injiziert  wird. 

1.  Allgemeines  über  die  Wertbestimmung 
der  Heilsera. 


Für  ein  Heilserum  können  folgende  vier  Werte 
bestimmt  werden: 

■ a)  Der  Schutzwert.  Die  Injektion  des  Antitoxins 

<■4  geht  der  des  Toxins  vorher. 

4 b)  Der  Mischungswert  in  vitro.  Toxin  und  Anti- 

| toxin  werden  vorher  gemischt. 

I j c)  Der  Bindungswert  im  Tierkörper.  Toxin  und 

1 Antitoxin  werden  getrennt  gleichzeitig  in  die 

9 beiden  Ohrvenen  des  Kaninchens  injiziert. 

£ d)  Der  Ileilwert.  * Das  Antitoxin  wird  einige  Zeit 

H nach  dem  Toxin  injiziert. 

§ Die  vier  Methoden  haben  sehr  verschiedene  theo- 

if  retische  Anschauungen  über  die  Wirkungsweise  des 

| Antitoxins  zur  Grundlage.  Die  Bestimmung  des  Schutz- 

'1  wertes  wurde  von  der  französischen  Schule  (Roux) 

If  eingeführt,  die  dabei  von  der  Ansicht  ausging,  daß 
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das  Antitoxin  nicht  direkt  auf  das  Toxin  wirke,  sondern 
die  Resistenz  des  Organismus  erhöhe.  Die  theoretische 
Voraussetzung  dieser  Methode  ist  jetzt  allgemein  ver- 
lassen. Die  von  Ehrlich  eingeführte  Methode  des 
Mischungswertes  in  vitro  ist  auf  die  allgemein  akzep- 
tierte Vorstellung  gegründet,  daß  Toxin  und  Antitoxin 
eine  chemische  Verbindung  eingehen.  Es  ist  unbe- 
stritten, daß  diese  Methode  die  rationellste  ist,  um 
den  Gehalt  eines  Serums  an  Antitoxineinheiten  fest- 
zustellen. Da  die  Bindung  zwischen  Toxin  und  Anti- 
toxin mit  einer  deutlich  meßbaren  und  häufig  nicht 
allzu  großen  Reaktionsgeschwindigkeit  verläuft,  so 
könnte  bei  gleichzeitiger  Injektion  beider  Komponenten 
in  den  Tierkörper  das  Toxin  von  den  Organen  gebunden 
werden,  bevor  es  mit  dem  Antitoxin  in  Reaktion  ge- 
treten Ist.  Von  anderer  Seite  (Kraus)  ist  nun  aber 
eingewandt  worden,  daß  für  die  praktische  Anwendung 
beim  Menschen  viel  weniger  der  Antitoxingehalt  der 
Heilsera  als  die  Reaktionsgeschwindigkeit  der  Bindung 
maßgebend  sei.  Von  der  größten  Wichtigkeit  ist  aber 
vor  allem  die  Feststellung,  in  welchem  Grade  die  Sera 
imstande  sind,  eine  bereits  ausgebrochene  Krankheit 
zu  heilen.  Es  kann  also  keinem  Zweifel  unterliegen, 
daß  für  die  Anwendung  beim  Menschen  die  Feststellung 
des  Heilwertes  der  Sera  die  größte  Bedeutung  hätte. 
Wenn  sich  trotzdem  diese  Methode  nicht  eingebürgert 
hat,  so  liegt  dies  daran,  daß  aus  versuchstechnischen 
Gründen  der  Heilwert  sich  nicht  mit  großer  Genauig- 
keit feststellen  läßt.  Aus  diesem  Grunde  ist  auch 
für  die  Prüfung  des  Diphtherieheilserums  die  Be- 
stimmung des  Mischungswertes  beibehalten  worden.  Für 
die  Bewertung  dieser  Methode  ist  es  nun  von  aus- 
schlaggebender Bedeutung,  ob  bei  den  verschiedenen 
Seris  der  Mischungswert  dem  Heilwert  parallel  geht. 
Nach  den  neueren  Untersuchungen  von  Kraus  und 
Kraus  und  Dörr  scheint  dies  nicht  bei  allen  Toxinen 


der  Fall  zu  sein.  Diese  Autoren  beobachteten,  daß 
beim  Dysenterietoxin  und  bei  den  Toxinen  der  Vibrionen 
der  Heilwert  und  der  Bindungswert  im  Tierkörper 
während  der  Vorbehandlung  der  serumspendenden  Tiere 
ganz  erheblich  steigen  kann,  ohne  daß  sich  der 
Mischungswert  in  vitro  in  nennenswerter  Weise  ändert. 
Für  das  Diphtherietoxin  hatte  Marx  schon  früher 
nachgewiesen,  daß  Schutz-,  Mischungs-  und  Heilwert 
parallel  gehen.  Neuerdings  hat  Kraus  berichtet,  daß 
auch  beim  Diphtherieheilserum  der  durch  den  Mischungs- 
wert angegebene  Antitoxingehalt  kein  richtiges  Maß 
für  den  Heilwert  der  Sera  sei.  Die  Frage  ist  noch 
in  der  Schwebe;  soweit  die  bereits  erfolgten  Nach- 
prüfungen der  Krausschen  Untersuchungen  ein  Urteil 
gestatten,  scheint  aber  bisher  kein  Grund  vorzuliegen, 
bei  der  Wertbestimmung  des  Diphtherieheilserums  von 
der  im  folgenden  wiedergegebenen  Ehrlichschen  Me- 
thode abzugehen. 
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2.  Die  Wertbestimmung  des  Diphtherieheil- 
serums nach  Ehrlich. 


a)  Prinzip  der  Methode.  Die  ursprüngliche 
Prüfungsmethode  bestand  darin,  daß  diejenige  Serum- 
menge bestimmt  wurde,  welche  100  tödliche  Dosen 
eines  beliebigen  Giftes  zu  neutralisieren  vermochte. 
Die  Methode  erwies  sich  jedoch  als  fehlerhaft,  da  es 
sich  herausstellte,  daß  diese  100  tödlichen  Dosen  bei 
verschiedenen  Giften  ganz  ungleiche  Antitoxinmengen 
zur  Neutralisation  verlangen  und  daher  keinen  einheit- 
lichen Maßstab  abgeben.  Zu  einer  Erklärung  dieses 
eigentümlichen  Verhaltens  gelangte  Ehrlich  auf  Grund 
der  Beobachtungen  über  die  Spontanabschwächung  der 
Toxine.  Es  zeigte  sich  nämlich,  daß  Toxine,  deren 
Giftgehalt  durch  Lagern  sich  stark  vermindert  hatte, 
trotzdem  die  gleiche  Antitoxinmenge  zu  ihrer  Neu- 
tralisation erforderten  wie  im  frischen  Zustande.  Diese 
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Erscheinung  deutete  Ehrlich  dahin,  daß  bei  der  Ab- 
schwächung die  Toxinmolekiile  in  eine  Modifikation 
übergehen,  in  der  sie  ungiftig  sind,  aber  trotzdem 
sich  noch  mit  dem  Antitoxin  verbinden  können,  und 
die  Ehrlich  als  Toxoide  bezeichnet.  Es  findet  nach 
Ehrlich  eine  isolierte  Zerstörung  eines  bestimmten 
Atomkomplexes  im  Toxinmolekül,  der  toxophoren 
Gruppe  statt,  während  die  haptophore  Gruppe, 
welche  die  Verbindung  mit  dem  Antitoxin  vermittelt, 
erhalten  bleibt. 

Für  die  Wertbestimmung  der  Heilsera  ist  also  nicht 
der  Gift  wert  des  Testgiftes,  d.  h.  der  Gehalt  an 
tödlichen  Dosen  maßgebend,  sondern  der  Bindungs- 
wert, d.  h.  die  Summe  der  Toxine  und  Toxoide.  Da 
nun  aber  die  Toxoide  im  Tierversuch  nicht  direkt  be- 
stimmt werden  können,  so  muß  dies  auf  einem  Lm- 
wege  geschehen.  Man  geht  zu  diesem  Zweck  von  einer 
bestimmten,  aber  willkürlich  gewählten  Antitoxinmenge, 
der  sogen.  Immunitätseinheit  (I.  E.)  aus.  Diese  wird 
dargestellt  durch  0,1  ccm  eines  im  Kgl.  Institut  für 
experimentelle  Therapie  in  Frankfurt  a.  M.  aufbe- 
wahrten Heilserums.  Um  den  Titer  dieses  Serums 
unverändert  zu  erhalten,  wird  es  im  trockenen  Zu- 
stand in  zugeschmolzenen  Glasröhren,  in  einer  Ha- 
Atmosphäre,  über  P^Oj  und  vor  Licht  geschützt  auf- 
bewahrt. 

Von  diesem  Trockenserum  wird  durch  Lösen  in 
Glyzerinkochsalzlösung  ein  Standardserum  hergestellt 
(Glyzerin  2,  0,85 proz.  Kochsalzlösung  1 Teil),  das  in 
0,1  ccm  eine  I.  E.  enthält.  Dieses  Standardserum  wird 
vom  Kgl.  Institut  f.  experimentelle  Therapie  in  Frank- 
furt a.  M.  für  Prüfungszwecke  abgegeben  und  ist  zwei 
Monate  haltbar. 

Man  bestimmt  nun  diejenige  Toxinmenge,  welche 
die  I.  E.  gerade  neutralisiert.  Dabei  hat  man  zwei 
Werte  zu  unterscheiden: 
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1.  Die  Lo-Dosis,  d.  h.  die  größte  Giftmenge,  welche 
mit  der  I.  E.  gemischt  vom  Tier  ohne  Krankheits- 
erscheinungen ertragen  wird. 

2.  Die  L+-Dosis,  d.  h.  die  Giftmenge,  welche 
mit  I.  E.  gemischt  das  Tier  nach  4 Tagen  tötet. 

Der  Differenzwert  D = L_)_ — Lo  beträgt  stets  das 
Vielfache  einer  tödlichen  Dose.  Auf  die  Erklärung  dieser 
eigentümlichen  Erscheinung  sei  hier  nicht  eingegangen. 

Die  Lo-  und  die  L-}--Dosis  lassen  sich  bis  auf  etwa 
5 Proz.  der  angewandten  Giftmengen  genau  bestimmen, 
doch  sind  dazu  sehr  viel  Tiere  erforderlich.  Da  die 
Bestimmung  der  L-(--Dosis  weniger  Beobachtungs- 
fehlern ausgesetzt  ist  als  die  der  Lo-Dosis,  so  wird 
sie  gewöhnlich  der  Wertbestimmung  zugrunde  gelegt. 
Ein  Gift,  dessen  Lo-  und  L-j--Dosis  bestimmt  sind,  be- 
zeichnet man  als  Testgift. 

Beträgt  nun  die  L-j--Dosis  bei  einer  Giftlösung 
0,27  ccm,  bei  einer  andern  0,35  ccm,  so  repräsentieren 
beide  Giftmengen  den  gleichen  Bindungswert,  d.  h.  sie 
sind  der  gleichen  Antitoxinmenge  äquivalent.  Umgekehrt 
muß  jede  Serummenge,  welche  zusammen  mit  0,27  ccm, 
resp.  0,35  ccm  der  beiden  Toxinlösungen  die  Prüfungs- 
tiere gerade  nach  4 Tagen  tötet,  eine  I.  E.  enthalten. 

Man  braucht  also,  um  ein  Heilserum  zu  prüfen,  nur 
abfallende  Mengen  desselben  mit  der  I.4- -Dosis  eines 
Testgiftes  zusammen  zu  injizieren  und  zu  bestimmen, 
bei  welcher  Menge  die  Versuchstiere  nach  4 Tagen 
sterben.  Sind  hierzu  z.  B.  0,01  ccm  Heilserum  er- 
forderlich, so  sind  in  1 ccm  dieses  Serums  100  I.  E.  ent- 
halten und  das  Serum  wird  als  100  fach  bezeichnet. 

Für  die  praktischen  Zwecke  der  Serumkontrolle  ist 
es  außerordentlich  vorteilhaft,  daß  die  Lo-  und  L_j~- 
Dosis  bei  abgelagerten  Giften  im  Gegensatz  zur  Toxi- 
zität sehr  konstant  sind. 

b)  Die  Ausführung  der  staatlichen  Serum- 
kontrolle. Die  staatliche  Serumkontrolle  gestaltet 
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sich  sehr  einfach.  Es  kommt  nämlich  nicht  darauf 
an,  den  Gehalt  eines  Heilserums  an  I.  E.  genau  zu 
bestimmen,  sondern  es  muß  nur  geprüft  werden,  ob 
das  Serum  nicht  schwächer  ist,  als  von  der  labiik 
angegeben  wird.  Ist  ein  Serum  z.  B.  als  200  fach  be- 
zeichnet, so  genügt  es,  festzustellen,  daß  / 200  ccm 
eine  I.  E.  enthält.  Man  würde  das  nach  dem  Vorher- 
gehenden in  der  Weise  ausführen,  daß  man  V200  ccm 
mit  der  L-f-Dosis  des  Testgiftes  mischt.  Das  Tier 
dürfte  dann  nicht  vor  dem  vierten  Tage  sterben.  Zur 
größeren  Sicherheit  wird  aber  bei  der  Kontrolle  stets 
ein  etwas  höherer  Antitoxingeha.t  als  der  angegebene 
verlangt.  Bei  einem  einwandfreien  Serum  dürfen  die 
Versuchstiere  nicht  sterben,  sondern  es  soll  höchstens 
eine  Induration  an  der  Injektionsstelle  auftreten. 

Zur  Ausführung  der  Prüfung  ist  nur  ein  Testgift 
und  das  zu  prüfende  Serum  erforderlich,  das  im  spe- 
ziellen Fall  als  200  fach  angegeben  sei.  Es  wird  nun 
die  L-f-Dosis  des  Toxins  mit  V200  ccm  Heilserum 
versetzt,  das  so  verdünnt  wird,  daß  die  erforderliche 
Menge  in  4 ccm  enthalten  ist.  Das  Serum  ist  also  im 
Verhältnis  1:800  zu  verdünnen.  Die  Mischung  wird 
einem  Meerschweinchen  von  250 — 280  g rein  subkutan 
(s.  S.  36)  injiziert.  In  gleicher  Weise  wird  noch  ein 
zweites  Meerschwein  injiziert. 

Die  staatliche  Kontrolle  umfaßt  außerdem  noch 
die  Feststellung  der  Sterilität  und  der  Unschädlichkeit 
des  Serums  (s.  amtliche  Prüfungsvorschrift  bei  Madsen, 
Handb.  von  Kraus  u.  Levaditi,  Bd.  2,  1.  Lieferg.,  S.  164). 

IV.  Untersuchung  der  Toxine  und  Antitoxine  in  vitro. 

I.  Hämotoxine. 

Beispiel:  Staphylolysin. 

1.  Herstellung:  Zur  Hämolysinbildung  sind  nur 
die  pathogenen  Staphylokokken  befähigt.  Als  Nähr- 


flüssigkeit  dient  Fleisch  wasser,  dem  1 proz.  Witte- 
pepton und  O.oproz.'  Kochsalz  zugesetzt  werden.  Um 
die  optimale  Alkaleszenz  zu  bestimmen,  wird  zu  einer 
abgemessenen  Fleischwassermenge  so  viel  Alkali  zuge- 
setzt, daß  Phenolphthalein  gerade  eine  rosarote  Fär- 
bung erzeugt.  Es  wird  nun  berechnet,  wieviel  Alkali 
notwendig  wäre,  um  in  dem  gesamten  Bouillonquantum 
den  gleichen  Umschlag  zu  bewirken,  und  davon  der 
dritte  Teil  genommen.  Höhepunkt  der  Hämolysinpro- 
duktion am  13.  Tag.  Filtration  durch  Reichelkerzen. 
Konservierung  mit  0,5  Proz.  Karbol. 

2.  Empfindlichkeitsskala  der  Blutarten. 

Nach  absteigender  Empfindlichkeit  ordnen  sich  die 

Blutarten  in  folgende  Reihe  (Neißer  und  Wechs- 
berg):  Kaninchen,  Hammel,  Hund,  Schwein,  Meer- 

schwein, Pferd,  Ziege,  Mensch,  Gans. 

3.  Quantitative  Austitrierung  erfolgt  in  der 
S.  45  angegebenen  Weise. 

4.  Nachweis  der  Hämolyse  auf  der  Blut- 
platte. Will  man  sich  nur  überzeugen,  ob  ein  Bak- 
terium ein  Hämolysinbildner  ist,  so  kann  man  von  der 
umständlichen  Herstellung  des  Hämolysins  absehen 
und  Agarplatten  anlegen,  denen  eine  geeignete  Blutart 
beigemischt  wird. 

Ein  flüssiges,  auf  zirka  42°  abgekühltes  Agar- 
röhrchen mit  etwa  10  ccm  Inhalt  wird  mit  1 — 2 ccm 
sterilem  Blut  vermengt.  Man  kann  das  Blut  entweder 
direkt  in  den  Agar  fließen  lassen  oder  es  vorher  durch 
Glasperlen  defibrinieren.  Die  erstarrten  Platten  werden 
dann  beimpft  und  die  Aussaat  durch  Verteilung  so 
weit  verdünnt,  daß  isolierte  Kolonien  entstehen.  Bei 
Eintritt  der  Hämolyse  (24  h.  bei  37°)  zeigt  sich  ein 
heller  Hof  um  die  Kolonien,  bei  kräftiger  Hämolyse 
kann  die  ganze  Platte  lackfarben  werden. 

Der  Nachweis  der  Hämolyse  auf  der  Blutplatte 
kann  bei  einzelnen  Bakterienarten  auch  differential- 
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diagnostisch  verwertet  werden.  So  bilden  nach  Kraus 
die  Choleravibrionen  im  Gegensatz  zu  anderen  Vibrionen 
kein  Hämolysin  auf  der  Blutplatte,  wenn  Ziegen-  oder 
Hammelblut  verwendet  wird. 

5.  Darstellung  und  Wirkungsweise  des 
Antihämolysins. 

Da  die  Hämolysine  meist  giftig  für  die  Versuchs- 
tiere sind,  so  gelten  für  die  Darstellung  die  bei  den 
Antitoxinen  gegebenen  allgemeinen  Vorschriften.  Beim 
Staphylolysin  sind  Kaninchen  zur  Antikörperproduktion 
besonders  geeignet  (subkutane  Injektion!).  Erhebliche 
Antitoxinmengen  enthält  auch  das  normale  Pferdeserum. 

Die  quantitative  Bestimmung  des  Antitoxins  er- 
folgt in  der  S.  48  angegebenen  Weise. 

Beim  Menschen  ist  der  Antistaphylolysingehalt  des 
Blutserums  meist  erhöht,  wenn  eine  Staphylokokken- 
infektion vorliegt,  und  diese  Reaktion  ist  daher  dia- 
gnostisch verwertbar.  Genaue  Werte  für  die  Grenze, 
bei  der  das  Pathologische  beginnt,  lassen  sich  nicht 
aufsteilen.  Man  muß  in  der  angegebenen  Weise  das 
Serum  des  Patienten  austitrieren  und  das  Resultat 
mit  dem  eines  normalen  Serums  vergleichen. 

II.  Hämagglutinine. 

Die  Eigenschaft,  die  roten  Blutkörperchen  zu  ag- 
glutinieren,  kommt  vor  allem  dem  Ricin  und  dem 
Abrin  zu. 

Die  Gifte  sind  in  fester  Form  im  Handel  erhältlich. 
Sie  werden  in  lOproz.  Kochsalzlösung  gelöst,  geben 
aber  auch  in  der  gewöhnlichen  0,85  proz.  Kochsalzlösung 
Lösungen  von  genügender  Stärke.  Die  Austitrierung 
erfolgt  in  der  gleichen  Weise  wie  bei  den  Hämolysinen; 
doch  ist  es  besser,  mit  etwas  größeren  Blutmengen, 
2 — 3 ccm  einer  5 proz.  Aufschwemmung  zu  arbeiten. 
Nicht  ganz  leicht  ist  es,  die  Einheit  der  aggluti- 
nierenden Dosis  festzulegen.  Die  unterste  Grenze,  bei 
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der  überhaupt  Agglutination  eintritt,  ist  meist 
nicht  sehr  scharf  zu  bestimmen.  Aber  auch  für  die 
komplette  Agglutination  sind  die  Kriterien  nicht  so 
scharf  wie  bei  der  Hämolyse.  Ganz  gut  läßt  sich  die 
Grenze  beobachten,  bei  der  die  Blutaufschwemmung, 
durch  Filtrierpapier  filtriert,  ein  blutkörperchenfreies 
Filtrat  liefert. 

Die  Auswertung  des  Antiricins  resp.  Antiabrins 
erfolgt  nach  denselben  Prinzipien  wie  die  der  Anti- 
lysine.  Es  ist  zu  beachten,  daß  bei  der  Mischung  von 
Antiricin  und  Ricin  ein  spezifisches  Präzipitat  auftritt. 


HI.  Leukocidine  (Eioskopische  Methode  nach  Neißer 
und  Wechsberg). 

Eine  Reihe  von  Giften  (z.  B.  Staphylolysin)  tötet 
die  weißen  Blutkörperchen  ab.  Um  diese  Abtötung 
nachzuweisen,  haben  Neißer  und  Wechsberg  die 
Fähigkeit  lebender  Gewebe,  Methylenblau  zu  reduzieren, 
benutzt. 

Zur  Ausführung  der  Reaktion  sind  folgende 
Reagentien  erforderlich: 

1.  Leukocyten.  Nach  Neißer  und  Wechsberg 
wird  Aleuronat  im  Verhältnis  3:40  in  0,85 proz.  Koch- 
salzlösung aufgeschwemmt,  die  Aufschwemmung  durch 
Aufkochen  sterilisiert  und  7 — 12  ccm  davon  in  die 
Pleurahöhle  eines  Kaninchens  injiziert.  (Interkostal- 
gefäße vermeiden!)  Nach  24  Stunden  werden  die  Tiere 
durch  Entbluten  getötet,  das  Exsudat  entnommen  und 
zur  Verhinderung  der  Gerinnung  zur  Hälfte  mit  lproz. 
Natriumoxalatlösung  verdünnt.  Durch  Zentrifugieren 
und  Waschen  mit  Kochsalzlösung  können  die  Leukocyten 
noch  gereinigt  werden. 

2.  Methylenblaulösung. 
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Vor  dem  Gebrauch  wird  die  Lösung  mit  0,85  proz. 
Kochsalzlösung  im  Verhältnis  1:50  verdünnt. 

3.  Leukocidin.  Herstellung  s.  Staphylolysin.  Die 
Bouillon  wird  am  besten  am  8.  Tag  filtriert.  Das 
Leukocidin  ist  sehr  wenig  haltbar. 

Ausführung:  ln  eine  Reihe  kleiner  Reagenz- 
gläschen werden  zunächst  abfallende  Mengen  des  Leu- 
kocytenexsudates  gefüllt,  das  Volum  überall  auf  2 ccm 
gebracht,  2 Tropfen  der  verdünnten  Methylenblau- 
lösung hinzugefügt  und  mit  Paraffin,  liquidum  über- 
schichtet (um  eine  Verküpung  [Oxydation]  des  re- 
duzierten Farbstoffes  zu  verhindern).  Sind  die  Leu- 
kocyten  noch  am  Leben,  so  wird  nach  2 ständigem  Ver- 
weilen im  Brutschrank  bei  37°  bis  zu  einer  gewissen 
Verdünnung  Reduktion  des  Methylenblaus  eintreten  (Li- 
mes reducens). 

In  einer  zweiten  Versuchsreihe  werden  nun  ab- 
fallende Mengen  des  Leukoeidins  abgefüllt  und  mit  der 
doppelten  reduzierenden  Exsudatmenge  gemischt.  Nach 
lVs  ständigem  Verweilen  im  Brutschrank  erfolgt  Zu- 
satz von  2 Tropfen  Methylenblaulösung  und  Überschich- 
tung mit  Paraffin,  liquidum.  Nach  2 Stunden  (37°) 
wird  das  Resultat  abgelesen..  Während  in  der  Kon- 
trolle, welche  kein  Leukocidin  enthält,  zu  dieser  Zeit 
vollkommene  Reduktion  eingelreten  sein  muß,  erscheinen 
alle  Röhrchen,  in  denen  die  Leukocyten  abgetötet 
sind,  blau. 

Das  Antitoxin  kann  in  der  gleichen  Weise  aus- 
gewertet werden  wie  bei  den  Hämolysinen.  Es  wird  dann 
diejenige  Serummenge  bestimmt,  welche  die  Wirkung 
der  gerade  abtötenden  Leukocidindosis  auf  hebt. 


V.  Anhang:  Spezielle  Beispiele. 

Von  einer  erschöpfenden  Darstellung  sämtlicher 
Toxine  muß  hier  natürlich  abgesehen  werden.  Dies 
ist  vielmehr  Aufgabe  der  Lehr-  und  Handbücher  der 


128 


B.  Antigene  und  Antikörper. 

Immunitätslehre.  Im  folgenden  seien  nur  einige  Toxine 
aufgeführt,  die  sich  entweder  für  theoretische  Studien 
als  besonders  brauchbar  erwiesen  haben  oder  für  die 
menschliche  Pathologie  Interesse  besitzen.  Die  an- 
geführten speziellen  Beispiele  sollen  nur  Paradigmata 
für  die  in  der  Toxinlehre  üblichen  Methoden  ab- 
geben. 


I.  Tetanustoxin. 

1.  Herstellung:  Zur  Giftgewinnung  sind  alle 
Stämme  geeignet.  Als  Nährflüssigkeit  dient  neutrale 
oder  schwach  alkalische  Peptonfleischwasserbouillon,  der 
1 Proz.  Traubenzucker  zugesetzt  werden  kann.  Zur 
Giftbildung  ist  anaerobes  Wachstum  erforderlich.  Dies 
kann  durch  folgende  Methoden  erreicht  werden: 

a)  Durchleitung  von  Wasserstoff  durch  die 
Nährbouillon.  Der  beimpfte  Kolben  wird  mit  einem 
Gummistopfen  versehen,  durch  den  zwei  rechtwinklig 
gebogene  Glasröhren  hindurchgesteckt  werden,  deren 
eine  bis  zum  Boden  des  Gefäßes  reicht,  während  die 
andere  über  der  Oberfläche  der  Flüssigkeit  enden  muß. 
Die  Glasröhren  sind  in  der  Mitte  der  horizontalen 
Schenkel  zu  Kapillaren  ausgezogen.  Das  längere  Rohr 
wird  nunmehr  mit  dem  Kippschen  Apparat  verbunden, 
nachdem  3 Waschflaschen  (Silbernitrat,  Pyrogallol,  Blei- 
azetat)  dazwischengeschaltet  wurden.  Nach  dem  Durch- 
leiten (1  Stunde  lang)  werden  bei  strömendem  Gas  (!) 
die  Glasröhren  an  den  dünnen  Stellen  abgeschmolzen. 

b)  Aufkochen  der  Nährflüssigkeit  und  Über- 
schichten mit  sterilem  Paraffinum  liquidum 
nach  der  Beimpfung. 

c)  Einbringung  von  sterilen  Organstücken 
(Milz,  Leber),  von  denen  man  annimmt,  daß 
sie  der  Nährflüssigkeit  den  Sauerstoff  ent- 
ziehen. 
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d)  Impfung  der  Kolben  mit  Heubazillen.  Es 
ist  noch  nicht  sicher,  ob  diese  den  Sauerstoff  ver- 
brauchen oder  ob  infolge  der  Symbiose  der  Tetanus- 
bazillus auch  aerob  zu  wachsen  und  Gift  zu  bilden 
vermag.  Über  die  Stärke  der  Giftbildung  bei  dieser 
Methode  liegen  systematische  Untersuchungen  noch 
nicht  vor. 

Von  diesen  Methoden  dürften  b)  und  c)  für  das 
Laboratorium  die  geeignetsten  sein. 

Den  Höhepunkt  der  Giftproduktion  bildet  der  drei- 
zehnte Tag.  Dia  Giftbouiilon  kann  nun  filtriert  werden. 
Da  hierbei  jedoch  erhebliche  Mengen  verloren  gehen 
und  das  Tetanustoxin  in  Lösung  äußerst  labil  ist,  so 
hat  Madsen  empfohlen,  die  Bouillon  mit  Ammonsulfat 
zu  fällen  und  das  ausgefällte  Gift  im  trockenen  Zu- 
stand aufzubewahren  (s.  S.  111).  Vorsicht  wegen  der 
im  Gift  enthaltenen  Sporen! 

2.  Empfindlichkeit  der  einzelnen  Tier- 
spezies. Nach  absteigender  Giftempfindlichkeit  ge- 
ordnet, bilden  die  Tierspezies  folgende  Reihe:  Pferd, 
Meerschweinchen,  Ziege,  Maus,  Kaninchen,  Huhn.  Das 
Pferd  ist  etwa  200000 mal  empfindlicher  als  das  Huhn. 
Liegen  nicht  bestimmte  Zwecke  vor,  so  sind  für 
Laboratorium  versuche  am  meisten  Mäuse  und  Meer- 
schweinchen zu  empfehlen. 

3.  Symptome  der  Vergiftung.  Dem  Vergif- 
tungsbild geht  eine  Inkubationszeit  voraus,  die  von 
der  Körpergröße  der  Tierart  und  der  injizierten  Gift- 
dosis abhängig  ist.  Je  größer  das  Tier,  um  so  länger 
die  Inkubationszeit.  Durch  Erhöhung  der  Giftdosis  läßt 
sich  die  Inkubationszeit  verkürzen,  aber  nicht  unter 
ein  für  jede  Tierart  charakteristisches  Minimum,  das 
bei  der  Maus  z.  B.  12  Stunden  beträgt. 

Nach  dieser  Zeit  macht  sich  eine  allgemeine  Erhöhung 
der  Reflexerregbarkeit  bemerkbar,  welche  z.  B.  die  Tiere 
auf  Klopfen  an  ihren  Käfig  zu  lebhaften  Muskelkon- 
Friedemann,  Immunitätslehre.  9 
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traktionen  veranlaßt.  Dann  treten  tonische  Krämpfe 
auf,  und  zwar  zuerst  in  der  Extremität,  in  welche  das 
Gift  (subkutan)  injiziert  wurde.  Allmählich  dehnen 
sie  sich  auf  den  übrigen  Körper  aus  und  führen 
schließlich  unter  Atemlähmung  den  Tod  herbei.  Die 
Erscheinungen  der  Inkubationszeit  und  der  Verlauf  der 
Vergiftung  erklären  sich  nach  Meyer  und  Ransom 
durch  die  Tatsache,  daß  das  Tetanusgift  dem  Zentral- 
nervensystem durch  die  peripheren  Nervenstämme  zu- 
geführt wird  und  sich  dann  im  Rückenmark  weiter  aus- 
breitet. 

Neben  dem  krampferregenden  Gift,  dem  Tetano- 
spasmin,  enthält  die  Tetanusbouillon  noch  ein  blut- 
lösendes Gift,  das  Tetanolysin  (s.  S.  24). 

4.  Das  Antitoxin  und  seine  Wirkung.  Das 
antitoxische  Tetanusserum  ist  im  Handel  erhältlich. 
Es  ist  imstande,  bei  vorheriger  Mischung  mit  dem 
Toxin  oder  auch  den  lebenden  Bakterien  die  Vergiftung 
zu  verhindern,  ist  hingegen  unwirksam,  wenn  die  Krank- 
heit bereits  ausgebrochen  ist.  Der  Heilwert  ist  also 
ein  außerordentlich  geringer.  Nach  Meyer  und 
Ransom  liegt  dies  daran,  daß  das  Antitoxin  nicht 
in  die  Nervensubstanz  einzudringen  vermag  und  daher 
das  dort  verankerte  Toxin  nicht  mehr  erreicht. 

H.  Diphtherietoxin. 

1.  Herstellung:  Als  Nährboden  wird  Rinder- 
oder Kalbfleischbouillon  (nicht  Pferdefleisch!)  ver- 
wandt, die  2 Proz.  Pepton  enthält  und  gegen  Lackmus- 
papier schwach  alkalisch  reagiert.  Da  der  Diphtherie- 
bazillus zur  Giftbildung  Sauerstoff  braucht,  so  fülle 
man  die  Bouillon  in  flache  Erlmeyerkolben  und  impfe 
etwas  Kulturmaterial  (am  besten  ein  Bakterienhäutchen 
aus  einer  Bouillonkultur)  in  die  Oberfläche.  Brauch- 
bar sind  nur  solche  Stämme,  welche  auf  der  Bouillon 
ein  Oberflächenhäutchen  bilden;  Kolben,  welche  sich 
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diffus  trüben,  sind  auszusciialten.  Man  prüfe  nun  von 
Zeit  zu  5Seit  die  Reaktion  gegen  Lackmuspapier,  die 
in  den  ersten  Tagen  sauer  ist  und  dann  alkalisch  wird. 
Erst  nach  dem  Reaktionsumschlag  setzt  die  Giftbildung 
kräftig  ein.  Kolben,  welche  dauernd  sauer  bleiben, 
sind  unbrauchbar.  Zur  Verhinderung  der  die  Gift- 
produktion schädigenden  Säurebildung  empfiehlt 
Th.  Smith,  den  in  der  Fleischbouillon  stets  vorhandenen 
Zucker  zuvor  durch  B.  coli  zu  vergären.  Rüte  schlägt 
Einlegen  von  Marmorstücken  zur  Neutralisierung  der 
gebildeten  Säure  vor.  Beide  Methoden  führen  nach 
Madsen  nicht  zu  einer  Verbesserung  der  Giftausbeute. 
Höhepunkt  der  Giftproduktion  nach  1 — 3 Wochen. 

2.  Empfindlichkeit  der  Tierarten:  Nach 

steigender  Giftempfindlichkeit  geordnet,  bilden  die 
Tierarten  folgende  Reihe:  Maus,  Ratte,  Hund,  Meer- 
schweinchen, Kaninchen,  Schaf,  Kuh,  Pferd,  Ziege.  Für 
Laboratoriumsversuche,  vor  allem  zur  quantitativen  Be- 
stimmung des  Diphtheriegiftes  werden  Meerschweinchen 
von  230 — 250 g benutzt  (Ehrlich). 

Die  Bouillon  wird  nach  Beendigung  des  Wachs- 
tums am  besten  durch  Papierfilter  filtriert  und  mit 
Toluol  sterilisiert.  Es  muß  so  viel  Toluol  zugesetzt 
werden,  daß  dieses  eine  Schicht  über  der  Toxinlösung 
bildet. 

Das  Diphtheriegift  schwächt  sich  beim  Stehen  ab, 
aber  nicht  so  stark  wie  das  Tetanusgift,  und  erreicht 
nach  einiger  Zeit  gewöhnlich  konstante  Werte. 

3.  Beobachtung  der  Giftwirkung.  Die  In- 
jektion erfolgt  unter  die  Brusthaut,  nicht  in  die  Mus- 
kulatur (!).  Ein  Gehilfe  erfaßt  mit  Daumen  und  Zeige- 
finger der  rechten  Hand  das  linke,  mit  dem  dritten 
und  vierten  Finger  das  rechte  Vorderbein  des  auf 
dem  Tische  sitzenden  Tieres  und  fixiert  auf  diese 
Weise  die  Beine  seitlich  am  Kopf,  während  die  linke 
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Hand  gleichzeitig  die  Hinterbeine  nach  abwärts  streckt. 
Zur  Injektion  benutzt  man  Kochsche  Spritzen.  Nach- 
dem der  Einstich  erfolgt  ist  und  man  sich  überzeugt  hat, 
daß  die  Spitze  der  Nadel  frei  beweglich  unter  der 
Haut  liegt,  wird  die  Giftlösuug  in  die  senkrecht  stehende 
Spritze  eingegossen  und  durch  ruckweises  Drücken 
auf  den  Ballon  entleert,  wobei  besonders  darauf  zu 
achten  ist,  daß  bei  dem  letzten  Druck  keine  Luft  in- 
jiziert wird.  (Herausziehen  der  Nadel  während  der 
Injektion!) 


Nach  einer  Inkubationszeit,  welche  auch  bei  An- 
wendung der  größten  Giftmengen  nicht  unter  20  Stun- 
den sinkt,  beginnt  die  Erkrankung  mit  lokalen  und 
allgemeinen  Symptomen.  An  der  Injektionsstelle  bilde 
sich  eine  Infiltration,  die  unter  der  Haut  leicht  zu 
fühlen  ist.  Dieselbe  nimmt  allmählich  an  Umfang  un 
Härte  zu:  Bei  langsam  verlaufender  Vergiftung  faßen 
über  der  erkrankten  Stelle  die  Haare  aus,  und  schließlich 
kann  die  ganze  Partie  nekrotisch  abgestoßen  werden. 


Die  allgemeinen  Symptome  bestehen  in  einem  ra- 
piden Gewichtsverlust,  großer  Hinfälligkeit,  anfäng- 
lichem Steigen,  dann  starkem  Sinken  der  Körper- 
temperatur, Blutdruckerniedrigung.  Der  Tod  erfolg 


Als  tödliche  Dose  bezeichnet  man  nach  Ehrlich 
diejenige  Giftmenge,  die  ein  Meerschweinchen  von 
250  g nach  4-5  Tagen  tötet  Bei  einem  wirksamen 


tragen. 

I Sektionsbefund:  An  der  Injektionsstelle  blutig- 
l'ziges  Infiltrat  des  Unterhautzellgewebes,  berose 
üssigkeit  in  Peritoneum  und  Pleura.  Rötung  u 
•hwellung  der  Nebennieren.  Bei  sehr  schnell  oder  sehr 
ngsam  erfolgendem  Tod  kann  der  Befund  wenig 
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5.  Das  Diphtherieantitoxin  und  seine  Wir- 
kungsweise. Das  Diphtherieantitoxin  wird  in  der 
Industrie  durch  Vorbehandlung  von  Pferden  gewonnen. 

W'ertbestimmung  des  Dipht  herieheilserums  (s.S.  120). 

III.  Dysenterietoxin. 

Der  Dysenteriebazillus  galt  früher  als  ein  Endo- 
toxinbildner. In  neuerer  Zeit  ist  es  jedoch  gelungen, 
in  der  Nährbouillon  lösliche  Toxine  nachzuweisen. 

1.  Herstellung  des  Giftes.  Zur  Giftbildung  ist 
nur  der  Shiga-Krusetypus  geeignet,  aber  auch  inner- 
halb dieser  Gruppe  ist  die  Toxizität  der  einzelnen 
Stämme  eine  sehr  ungleiche.  Für  die  Toxinbereitung 
gibt  Dörr  folgende  Vorschriften:  Lackmusneutrale  Pep- 
tonbouillon erhält  einen  Zusatz  von  0,3Proz.  kristalli- 
sierter Soda.  Die  Oberfläche  der  Flüssigkeit  ist  mög- 
lichst groß  zu  wählen.  Höhepunkt  der  Giftproduktion 
nach  2 — 3 Vrochen.  Filtration  durch  Reichelkerzen. 
Besser  ist  nach  Dörr  die  Ausbeute,  wenn  nach  Zusatz 
von  0,5Proz.  Karbol  die  Bouillon  durch  schwedisches 
Filtrierpapier  filtriert  wird. 

Nach  Kraus  kann  man  das  Gift  auch  gewinnen, 
indem  man  2 Agarkulturen  von  20  Stunden  in  50  ccm 
0,85  proz.  Kochsalzlösung  emulgiert,  1 Stunde  bei 
Zimmertemperatur  stehen  läßt  und  durch  Reichelkerzen 
filtriert. 

2.  Wirkung  im  Tierkörper.  Sehr  empfindlich 
sind  Kaninchen  bei  intravenöser  Injektion  (von  Bouillon- 
giften beträgt  die  Dosis  letalis  etwa  0,01  ccm,  von 
Agarkulturgiften  etwa  0,3 — 0,5  ccm).  Die  Erschei- 
nungen bestehen  in  Paresen,  blutigen  Diarrhöen, 
Kachexie.  Bei  der  Sektion  finden  sich  Ulzerationen 
der  Darmschleimhaut.  Meerschweinchen  sind  sehr  un- 
empfindlich. 

3.  Das  Antitoxin  und  seine  Wirkungsweise. 
Das  Antitoxin  wird  nach  Kraus  und  Dörr  am  besten 
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von  Pferden  gewonnen  und  zwar  durch  Injektion  der 
bakterienfreien  Toxinlösungen.  Zur  Erzeugung  der 
Grundimmunität  wird  mit  der  Injektion  von  Toxin- 
Antitoxingemischen  begonnen. 

Die  Austitrierung  wird  an  Kaninchen  vorgenommen, 
und  zwar  werden  Toxin  wie  Antitoxin  intravenös  in- 
jiziert. Ein  Urteil  über  die  Stärke  eines  Serums  wird 
nur  dann  gewonnen,  wenn  Toxin  und  Antitoxin  gleich- 
zeitig getrennt  in  die  beiden  Ohr venen  injiziert  werden. 
(Bindungswert  in  vivo.)  Es  gibt  Sera,  die  schon  in 
sehr  kleinen  Mengen  das  Gift  nach  vorheriger  Mischung 
im  Reagenzglas  zu  neutralisieren  vermögen  und  bei  der 
gleichzeitigen  Injektion  im  Tierkörper  völlig  versagen. 

IV.  Toxine  der  Vibrionen. 

Auch  die  Vibrionen,  insbesondere  der  Choleravibrio, 
galten  früher  als  Endotoxinbildner.  Lösliche  Toxine 
sind  jetzt  aber  sicher  nachgewiesen  beim  Vibrio  Nasik, 
Choleravibrio  und  den  El-Tor-Stämmen,  deren  Zu- 
gehörigkeit zur  Choleragruppe  noch  nicht  feststeht. 

1.  Vibrio  Nasik  (Kraus). 

a)  Herstellung  des  Toxins.  l',A<proz.  Pepton- 
bouillon, die  entweder  lackmusneutral  ist  oder  vom 
Lackmusneutralpunkt  aus  2,4  ccm  5proz.  NaOH  pro 
Liter  resp.  10  ccm  Normalsodalösung  enthält.  Gift- 
produktion nach  3—4  Tagen.  Sterilisierung  mit 
0,5proz.  Karbol,  Filtration  durch  Papierfilter. 

b)  Wirkung  des  Giftes.  Bei  intravenöser  In- 
jektion wirkt  das  Gift  akut  tödlich  bei  Kaninchen,  Meer- 
schweinchen, Hunden  und  Tauben  durch  Herz.ähmung. 

c)  Antitoxin  s.  u. 

2.  El-Tor-Vibrionen. 

a)  Herstellung  des  Toxins.  Wie  bei  1. 

b)  Wirkung  des  Giftes.  Akuter  Tod  nach  intra- 
venöser Injektion  bei  Kaninchen,  Meerschweinchen, 
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tonlleischbouillon.  Giftproduktion  nach  5 — 14  Tagen. 
Sterilisierung  mit  O.oproz.  Karbol.  Filtration  durch 
Papierfilter.  Das  Toxin  ist  äußerst  labil. 

b)  Wirkungsweise  des  Giftes.  Am  empfind- 
lichsten sind  Meerschweinchen,  wenig  empfindlich  Ka- 
ninchen, Hühner,  Tauben.  Das  Gift  wirkt  bei  intra- 
venöser, intraperitonealer  und  subkutaner  Injektion. 
Zur  Tötung  der  Tiere  sind  große  Mengen  des  Giftes 
(1  ccm  und  mehr)  erforderlich.  Auch  bei  intravenöser 
Injektion  ist  die  Wirkung  keine  akute. 

c)  Das  Antitoxin  und  seine  Wirkungsweise. 
Durch  Vorbehandlung  von  Ziegen  und  Pferden  gelang 
es  Kraus,  gegen  die  drei  genannten  Vibrionenarten 
Antitoxine  zu  erzeugen.  Diese  w-irken  nicht  streng 
spezifisch  auf  die  homologen  Stämme,  sondern  bis- 
weilen auch  auf  die  verwandten.  Im  einzelnen  liegen 
die  Verhältnisse  folgendermaßen  (Kraus): 

1.  Choleraantitoxin  neutralisiert  Choleratoxin,  nicht 
dagegen  das  Toxin  der  El-Tor-Vibrionen  und  des 
Vibrio  Nasik. 

2.  El-Tor-Antitoxin  neutralisiert  alle  drei  Toxine. 

3.  Nasikantitoxin  neutralisiert  Nasik-  und  El-Tor- 
Toxin,  dagegen  nicht  das  Toxin  des  Choleravibrio. 

Normales  Ziegen-  und  Pferdeserum  neutralisiert 
Nasik-  und  El-Tor-Toxin,  aber  nur  nach  vorheriger 
Mischung  im  Reagenzglas,  nicht  bei  gleichzeitiger 
Injektion. 
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Y.  Typhustoxin  (nach  Kraus  und  Steinitzer). 

1.  Herstellung  der  Gifte.  Wie  beim  Cholera- 
vibrio. Zu  berücksichtigen  ist  die  sehr  ungleiche 
Toxizität  der  Stämme.  Höhepunkt  der  Giftproduktion 
nach  dem  neunten  Tag. 

2.  Wirkungsweise  im  Tierkörper.  Empfind- 
lichste Tierarten  Pferd,  Ziege,  Kaninchen;  wenig 
empfindlich  Meerschweinchen,  Maus.  Zur  Prüfung  eignet 
sich  am  besten  intravenöse  Injektion  beim  Kaninchen. 

3.  Antitoxin.  Die  Immunisierung  größerer  Tiere 
ist  wegen  der  dabei  auftretenden  Überempfindlichkeits- 
erscheinungen sehr  schwierig.  Die  bisher  hergestellten 
Sera  besitzen  nur  eine  geringe  Wirksamkeit. 
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Diphtherietoxiu  130. 

Disposition  3. 

Dysenteriebazillen,  Agglu- 
tination 63,  67. 

Dysenterietoxin  133. 

Khrlichs  Seitenketten- 
theorie 28. 

Eiweißambozeptor,  Nach- 
weis derselben  (Rick- 
in  ann)  83. 

Eiweißantigen,  Nachweis 
derselben  (Rickmann) 
83. 

Extrakte  (Wassermann- 
sche  Reaktion),  wässe- 
rige Leber-E.  88;  alko- 
hol,  Leber-E.  05;  künst- 
liche 18,  07;  Meer- 

schweinchenherz-E.  06. 

Ficker,  Methode  der 
Agglutination  66. 

Fixateur  1 1. 

Fleischverfälschungen, 
Nachweis  82. 

Forensischer  Blutnachweis 
79. 

Fornet  und  Scliere- 
tsch  e w s ki , Methode  19, 
101. 


Ilämagglutinine  125. 

Hämolyse  auf  der  Blut- 
platte  124. 

Hämolysine  12,  43,  123. 

Hämotoxine  24,  123. 

Hämotrope  Stoffe  20. 

Hauser,  Methode  des 
forensischen  Blutnach- 
weises 82. 

Heilserum,  Wert- 
bestimmung 118. 

Immunität  3,  4. 

Immunkörper  11. 

Inaktivierung  hämolyt. 

Sera  51. 

Inagglutinabilität  61. 

Index,  opsonischer  21. 

104. 

Injektionstechnik  35. 

Injektionsspritzen  36. 

K ältetreunungsmethode 
15,  57. 

Kakesmethode  (Ehrlich’ 
36. 

Klausner  sehe  Reaktion 

19,  102. 

Koch,  Methode  z.  Tuber- 
kulosenachw.  d.  Agglu- 
tination 68. 

Kollodiurasäekchen  112. 

Komplement  10,  11.  Kon- 
servierung ders.  52. 

Komplementbindung  1 5, 83. 
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Vjecithin,  Ausflockung  101. 

Leukoeidine  126. 

Leucocyten,  Gewinnung 
102,  104,  109. 

Lues,  Serodiagnostik  ders. 
17,  88. 

Marks  .Methode  der  in- 
trastomachalen  Einver- 
leibung 36. 

Meningokokken,  Aggluti- 
nation 67. 

]X  atrium  glykocholicum, 
Ausflockung  101. 

Seiller  u.  Guerrini, 
quant.  Best,  der  Phago- 
zytose 109. 

Xeißer  u.  Wechsberg, 
baktericider  ßeagenz- 
glasversuch  71,  72. 

Xeufeld  u.  Rimpen, 
quant.  Best,  der  Phago- 
zytose 109. 

Opsonine  5,  20. 

Opsonischer  Index  21,  104. 

O rganextrakte  ( W a s s e r m . 
Reaktion)  s.  Extrakte. 

Paratyphus -B.,  Aggluti- 
nation 62. 

Pestbazillen,  Agglutination 
64. 

Pfeifferscher  Versuch  68. 


Phagozytose  20,  102. 

Präcipitat  8. 

Priicipitine  7,  8,  74. 

Präcipitogen  8. 

Präparator  11. 

Pr ös eher,  Methode  der 
Blutentnahme  beim  Men- 
schen 40;  Methode  der 
Agglutination  65. 

Reaktivierung  hämolys. 
Sera  51. 

Rezeptor  28. 

Rezeptorenlehre,  spez. 
Anw.  derselben  31. 

Rickmann,  Methode  zum 
Nachweis  von  Eiweiß- 
antigen u.  Eiweißambo- 
zeptor 83. 

Seitenkettentheorie  28. 

Serumgewinnung  39. 

Serumhämolysine  12,  50. 

Serodiagnostik  der  Lues  17, 
88,  95.  99. 

Spoutanagglutination  61. 

Staphylolysin  123. 

Streptokokken , Aggluti- 
nation 64. 

Substance  sensibilatrice  11. 

Schutzimpfung  (Methoden) 
5. 

Tetanustoxin  128. 

Toxine  22,  110. 

Toxoide  31. 
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Tschernogubow,  Me- 
thode 99. 

Tuberkulose,  Agglutination 
67. 

Typhus,  Agglutination  62. 
Typhustoxin  136. 

Uhlen  hut’sche  Präcipitin- 
reaktion  9,  79. 


Vibrionen,  Toxine  u.  Anti- 
toxine ders.  135. 

Vi  da  Ische  Reaktion  65. 

Wa  sserin  ann’sche  Re- 
aktion 17,  88. 

Wright,  Entnahme  des 
Blutes  40;  Best.  d.  op- 
sonischen Index  1U4. 
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Verlag  von  Johann  Ambrosius  Barth  in  Leipzig. 

DIEUDONNE,  Prof.  Dr.  A.,  Immunität,  Schutz- 
impfung und  Serumtherapie.  Zusammenfassende 
Übersieht  über  die  Iminuuitätslehre.  6.  umgearbeitete 
Auflage.  VII,  240  Seiten.  1909.  M.  6.80,  geb.  M.  7.80. 

Münchener  Medizinische  Wochenschrift:  Es  ist  ein  großer  Vor- 
zug des  „Dieudonuö“  vor  manchen  anderen  Lehrbüchern  der  Immuui- 
tiitsforschung,  daß  seine  Leser  auch  in  bezug  auf  die  Ausgestaltung 
der  moderneu  Immunitätsforschung  im  Laufenden  erhalten  werden. 
Zu  einer  wirklich  sachgemäßen  Auswahl  des  schwierigen  Stoffes  ist 
allerdings  nur  ein  Autor  befähigt,  der,  wie  gerade  Dieudonnö,  die 
Entwickelung  der  Immunitätsforschung  gründlich  mit  durchlebt  hat 
und  selbst  inmitten  ihrer  Weiterentwickelung  steht.  Er  besonders 
war  befugt.  Wichtiges  aus  dem  gewaltigen  Material  heraussugreifen. 
Kurz,  der  „Dieudonnö«  ist  dasjenige  weit  verbreitete  literarische 
Hilfsmittel,  welches  man  als  geradezu  unentbehrlich  bezeichnen  kann. 
Folgt  dieses  Euch  doch  wegen  des  raschen  Neuerscheinens  seiner 
Auflagen,  welche  der  erfahrene  Herausgeber  dem  jeweiligen  neuesten 
Stande  der  Wissenschaft  geschickt  anzupassen  versteht,  der  rapiden 
Entwickelung  der  Immunitfttsforsohung  am  besten. 
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KÜHNEMANN,  Dr.  GEORG,  Differential-Diagnostik 
der  inneren  Krankheiten.  Zweite,  umgearbeitete 
Auflage.  VIII,  236  Seiten.  1908.  Geb.  M.  5.—. 


Die  2.  Auflage  ist  vollkommen  revidiert;  durch  eine  Kürzung 
des  Inhalts  wurde  es  möglich,  den  Preis  so  herabzusetzen,  daß  das 
Buch  jetzt  von  jedem  Praktiker  und  von  jedem  Studenten  bezogen 
werden  kann. 

Münchener  Medizinische  Wochenschrift:  Die  analytische  Dia- 
gnostik des  Verfassers  stellt  eine  sehr  verlässige  und  fruchtbare 
Methode  dar,  über  den  einzelnen  Fall  Klarheit  zu  gewinnen. 

Therapeutische  Monatshefte:  Für  den  Praktiker,  der  sich  rasch 
orientieren  und  Kat  boleu  will,  ein  bequemer  und  nützlicher  Führer. 

Deutsche  Militärärztliche  Zeitschrift:  Der  Fleiß,  mit  dem  Ver- 
fasser die  Hilfsmittel  der  Diagnostik  zusammengetragen  hat,  ist 
bewundernswert. 


HACLESY  & SIGISMUND,  DDr.  med.,  Englisch  für 
Mediziner . Mit  Aussprachebezeichnung  von  C.  J ust. 
VIII,  180  S.  geb.  M.  4.—. 

OLI VIER  & SIGISMUND,  DDr.  med.,  Französisch 
für  Mediziner.  Mit  Anhang:  Französisches  Leben 
von  P.  v.  Melingo.  VIII,  207  S.  geb.  M.  4.—. 

LE  BOUCHER  & Dr.  RICCI,  Italienisch  für  Medi- 
ziner. VIII,  192  S.  geb.  M.  4.-. 

Diese  Bücher  setzen  da  ein,  wo  die  gewöhnlichen  Sprachlehr- 
büeher  aufhören.  Jedem  Mediziner,  der  in  Badeorten  oder  in  Städten 
mit  Fremdenverkehr  praktiziert,  der  in  fremde  Länder  gehen  oder 
als  Schiffsarzt  Anstellung  nehmen  will,  können  die  Bücher  bestens 
empfohlen  werden. 


Verlag  von  Johann  Ambrosius  Barth  in  Leipzig. 


BEITZKE,  Dr.  H Privatdozent  u.  Prosektor  am  Patho- 
logischen Institut  zu  Berlin.  Taschenbuch  der 
pathologisch  - histologischen  Untersuchungs- 
methoden. 83  Seiten.  1907. 

Gebunden  u.  mit  Schreibpapier  durchschossen  M.  2.40. 

Das  Büchlein  ist  bestimmt  für  Studenten,  Medizinnlpraktikanten 
und  solche  Ärzte  (insbesondere  Krankenkassen&rzte),  die  die  für  Bie 
in  Betracht  kommenden  Untersuchungen  selbst  ausfiihren  wollen. 
Ds  bringt  daher  nur  eine  beschränkte  Auswahl  brauchbarer  und  tun- 
lichst einfacher  Methoden,  auch  ist  die  elementare  Tcchuik  aus- 
führlich behandelt. 


PROWAZEK,  Dr.  S.  von,  Taschenbuch  der  mikro- 
skopischen Technik  der  Protistenuntersuchung. 

2.  Auflage.  87  Seiten.  1909. 

Gebunden  u.  mit  Schreibpapier  durchschossen  M.  2.50. 

Deutsche  Medizinische  Wochenschrift:  Das  von  dem  bekannten 
Protozuenforscher  in  erster  Linie  für  .Mediziner  geschriebene  Taschen- 
büchlein enth&lt  eine  gute  Zusammenstellung  der  Untenstichungs- 
methoden  der  wichtigsten,  vor  allem  aber  der  pathogenen  Proto- 
zoen . . . Jeder,  der  sich  mit  Protozoenuntersuchungen  beschäftigen 
will,  findet  in  dem  Büchlein  das  Wissenwerteste  über  Untersuchungs- 
methoden,  meist  mit  Literaturangaben. 


OEFELE,  FELIX  von,  Technik  der  chemischen 
Untersuchung  des  menschlichen  Kotes.  103  s. 

1908. 

Gebunden  u.  mit  Schreibpapier  durchschossen  M.  2.60. 

Jeder,  der  mit  Stoffwechseluntersuchungen  zu  tun  hat,  wird 
dieses  Buch  benutzen  müssen,  auch  der  Chemiker. 

KRAFT,  Dr.  E.,  Analytisches  Diagnostikum.  Die 

chemischen,  mikroskopischen  und  bakteriologischen 
Untersucliungsmethoden  von  Ham,  Auswurf,  Magen- 
saft, Blut,  Kot  usw.  Ein  Handbuch  zum  Gebrauch 
für  Ärzte,  Apotheker,  Chemiker  und  Studierende. 
XVI,  405  S.  mit  146  Abb.  und  4 färb.  Tafeln.  1909. 

M.  9. — , geb.  M.  10. — . 


Süddeutsche  Apotheker-Zeitung:  Ein  mit  emsigem  Fleiß  zu- 
sammengctragencs  Werk  ist  uns  in  dem  vorliegenden  Buch  von 
Dr.  Kraft  dargeboten,  zahlreiche  Abbildungen  unterstützen  das  Stu- 
dium desselben  iu  anschaulicher  Weise. 

Mau  muß  das  Werk  als  eineu  vielseitigen  und  brauchbaren 
Wegweiser  in  dem  unendlich  weiteu  Gebiete  der  physiologischen 
Untersuchungen  erklären,  dessen  Studium  hoffentlich  viele  Kollegen 
nnregen  wird,  sich  mit  diesem  für  die  ärztliche  Praxis  immer  wichtiger 
werdenden  Zweige  der  Analyse  und  Mikroskopie  weiter  zu  be- 
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